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RESUMEN

La informacién farmacocinética (FC) v farmacodinémica (FD) forma las bases cientificas de la
farmacoterapia moderna. La farmacocinética describe los cursos temporales de la
concentracion de farmaco en los fluidos del cuerpo, resultantes de la administracién de una
cierta dosis de un farmaco, mientras que la farmacodinamia el efecto observado resultante de
una cierta concentracion del farmaco. La racionalizacién del modelaje FC-FD es vincular
ambas disciplinas con el fin de establecer y evaluar la relacién dosis-concentracién-respuesta v,
subsecuentemente describir y predecir los cursos temporales del efecto resultantes de una dosis
del farmaco. Ahora bien, bajo condiciones farmacocinéticas al estado estacionario, la relacidn
concentracién-efecto puede ser descrita por diversos modelos farmacodindmicos relativamente
simples, que incluyen el modelo del efecto méximo v el modelo sigmoidal del efecto méximo.
Sin embargo, cuando las condiciones no son de estado estacionario, se requieren modelos FC-
FD integrados mas complejos para vincular y cuantificar la posible disociacién entre la
concentracion y el efecto observado. La eleccién de un tipo de modelo o atn la forma de
abordar este, depende del objetivo del estudio, de las variables implicadas, asi como de las

herramientas de analisis de datos con que se cuenta.

En esta tesis nos planteamos como objetivo general evaluar de manera extensa y cuantitativa,
los distintos abordajes que permiten establecer la relacién entre la concentracién de varios
analgésicos no esteroidales v su respuesta farmacoldgica, tanto en el plano clinico (ketorolac),
como en modelos experimentales en ratas (tolmetin y naproxén). Los distintos enfoques de
andlisis cubren desde los modelos probabilisticos para determinar la conveniencia de una dosis
de ketorolac en pacientes con dolor postoperatorio, hasta los modelos FC-FD) poblacionales de
respuestas fisiologicas indirectas para explicar el efecto antinflamarorio del naproxén v del
tolmetin en ratas. Adicionalmente, se evalué la influencia de los cambios en los parimetros

farmacocineticos, en particular la contribucion de la unidn a proteinas plasmaticas. sobre la

potencia v el curso temporal del electo antiinflamatorio del tolmetin,




Para cumplir los planteamientos anteriores, inicialmente se explord la posible relacion entre la
farmacocinética del ketorac v su efecto analgésico en pacientes con dolor postoperatorio severo
(Capitulo I). Sin embargo, se encontrd que existe un retardo considerable entre Ja aparicion del
efecto v las concentraciones plasmaticas del farmaco. Aunque existia la posibilidad de modelar
tal retraso como una diferencia de velocidades de distribucién hacia el sitio de accion, el disenio
experimental asi como el tipo subjetivo de mediciones del dolor podrian conducir a
conclusiones erroneas. Por ello se prefirid emplear un modelo de logistico que caracterizaba el
curso temporal de diferentes niveles de alivio del dolor. Este modelo permitié concluir que la
dosis de 30 mg por via intramucular de ketorolac es suficiente para obtener un buen alivio del
dolor en un plazoc no menor a una hora. Ademas, el modelo predice que no habria beneficio
adicional en caso de incrementar la dosis o de administrar una segunda dosis antes del plazo

antes mencionado. Si en cambio se incrementaria el riesgo de reacciones adversas.

Aunque en el estudio anterior se obtuvieron conclusiones interesantes acerca del mejor
esquema de dosificacidn, los modelos empleados no tienen un fundamento biologico, sino
estadistico. Por ello, se plantearon otros protocolos que permitieran describir desde un punto
de vista mas fisiolégico la relacidn existente entre la concentracion y el efecto, en este caso
antiinflamarorio, de otro dos AINESs, el naproxén v el tolmetin, asi como la influencia de una
variable fisiopatologica, la hipoalbuminemia, sobre las caracteristicas FC v FD particularmente

del tolmetin.

Con lo anterior en mente, se buscé contar con una poblacion de estudio representativa del
fendmeno fisiopatolégico de interés, pero sin complicar de manera 1nutil el analisis. En ese
sentido, se derastrd que existen diferencias significativas en la biodisponibilidad del tolmeun
debidas al género, lo cual probablemente se deban a la actividad disminuida en los sistemas
metabolizadores de las hembras comparadas con los machos (Capitule II). Como resultado, el
irea bajo la curva de las hembras es 75% mayor a la de los machos. Entonces, dado que no se
puede tratar a ambos géneros como uno mismo, se eligid trabajar con ratas macho en los

protocoios subsecuentes.



Posteriormente, y para poder evaluar el impacto de los cambios en la unidn a proteinas se
: , . . . : : :

implemento un modelo experimental (plasmatéresis), relativamente inocuo para inducir un
estado de hipoalbuminemia moderada. Asi, en ¢l capitulo IV se demostrd que la disminucion
significativa en la concentracion de albumina después de la PLF (hipoalbuminemia maoderada)
se tradujo en cambios, no solo en el grado de umién (la unién se volvid dependiente de la
concentracion), sino también en la afinidad de la albdmina por el tolmetin (la constante de

asociacion disminuyd seis veces su valor).

Por otra parte, en el capitulo IIT se demostro que la alteracidn en la union a las proteinas
plasmaticas del tolmetin, durante un proceso de hipoalbuminemia moderada no influye sobre
la farmacocinética del AINE. En todo caso, el aumento de la fraccién libre confirma la
existencia de saturacion en el mecanismo de eliminacién del tolmetin, por lo que su
farmacocinética puede explicarse en términos de un modelo abierto de absorcidn de primer

orden y eliminacion tipo Michaelis-Menten.

En el capitulo V, se muestra cdmo el acoplamiento del enfoque poblacional de efectos maixtes a
un modelo FC-FD de respuestas fisiologicas indirectas, describe adecuadamente que el efecto
antinflamatorio del naproxén esti modulado por su farmacocinética. El modelo desarrollado
asume la existencia de un compartumento donde se sintetizan v liberan los mediadores de la

inflamacién durante un periodo de tempo limitade, v que es el blanco del firmaco.

Finalmente, en el capitulo VI, se probd que el modelo FC-FD desarrcllado para el naproxén
puede ser considerado como de aplicacion general para la actividad antiinflamatoria de otros
AINEs, va que con algunos ajusies pude describir e Lmpacto de la hipoalbuminemia sobre la
inflamacidn v el efecto anuinflamatorio del 1olmeiin. De hecho, en este caso el enfoque
poblacional del modelo FC-FD demostrd que la concentracidn de albiming es una covariable
predictiva de la constante de velocidad (K v el tempo de sintesis (T2 ) de Tos mediadores de la
inflamacion. Ademis, se demostrd que 1o hipealbuminemia moderada, modifica Ia respuesta

mflamatoria normal v L potencia del farmaco. pero no su electo masinio,
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SUMMARY

Pharmacokinetic (PK) and pharmacodynamic (PD) information forms the scientific basis of
the modern pharmacotherapy. Pharmacokinetics describes the time-course of drug levels in
different bodyv fluids following the administration of a certain dose of the drug. In turms
pharmacodynamics describes the observed effects resulted from the drug concentration at the
biophase. Presently, pharmacokinetic-pharmacodynamic (PK-PD) modelling has emerged as a
major tool in clinmical pharmacclogy, in order to optimize drug use by designing rational
dosage forms and dosage regimes. Quantitative representation of the dose-concentration-
response relationship should provide information for prediction of the level of response to a
certain level of drug dose. Several mathemartical approaches can be used to describe such
relationships, depending on the single dose or steady-state measurements carried-out. With
concentration and response data on-phase, basic models such as Emax and sigmoid Emax can
be sufficient. However, time-variant pharmacodynamic models {effect compartment, acute
tolerance, sensitization and indirect responses) can be required when kinetcs and response are
out-of-phase. At date, methodologies available for PK-PD analysis suppose hardly use of
powerful computng resources. Some of these algorithms are able to generate individual
estimates of parameters based upon population analysis and Bayesian forecasting.
Notwithstanding, attention must be paid to avoid over-interpret data from mathematical
models, so that reliability and clinical significance of estimated parameters will be valuable

when underlying physiological processes (disease, age, gender, etc) are considered.

In this thesis, we have aimed to extensively and quanurtativelv evaluate several approaches that
permit the establishment of PK-PD relationships for some non-steroidal analgesic agents
(NSAIDs), not only at the clinic setting (ketorolac) but alsc in an experimental model
(tolmetin and naproxen). Different approaches include probability models for testing the
reliability of a single dose of ketorclac for the treatment of severe postoperative pain, as well as
integrated population PK-PD models of phvsiological indirect responses to explain the anti-

inflammatory effect of naproxen and tolmetin. In addition, the influence of changes in PK



Vil

parameters, particularly in protein-binding, on the potency and time-course of

pharmacological response was evaluated.

Initially, the relationship between the PK of ketorolac and its analgesic effect in patients with
severe postoperative pain was evaiuated {Chapter Ij. However a pronounced delay of the
analgesic response with regard to plasma levels was {ound. Although such delay might be
modeled using an approach that supposes a difference in the drug distribution rate from
plasma to the effect compartment, experimental design as well as subjective measurement of
pain could have produced misleading conclusions. Thus a logistic model characterizing the
time-course of different predetermined levels of pain relief was developed. This model
permitted to conclude that a 30 mg 1.m. dose of ketorolac 1s sufficient to produce a good pain
relief in less than an hour. Also this model predicted that no additional benefit could be gained
with higher doses or with remedication before the first hour, in turns adverse reactions

assoclated with high plasma levels could be expected.

Notwithstanding the interesting conclusions obtained regarding the best dosing scheme, the
developed model for the analgesic efficacy of ketorolac does not have a biclogical background,
but statistical. Therefore, different protocols were designed to describe from a more
physiologic point of view the relationship between plasma levels and the ant-inflammartory
effect of other two NSAIDs, namely naproxen and tolmetin. Paruicularly with tolmetin, the
influence of a physiopathological variable, the hypoalbuminemia, on the PK and PD

characteristics of the drug was also evaluated.

Keeping last in mind, we looked for a study population representative of the interested
physiopathological phenomenon but without useless experimental complications. In that
sense, 1t was demonstrated the appearance of gender-related differences in the bicavailability of
rolmetin in the rat. The explanation for such changes mav be related 10 a diminished activity

in metabolism in females in compartson with males (Chaprer T As 1 consequenee the area
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under the curve of females is about 73% superior to males. Because of these differences we

chose to use males in the subsequent experimental protocols.

Following in order to evaluate the impact of changes in drug protein-binding, an experimental
model (plasmapheresis) was implemented to induce moderate hypoalbuminemia in rats. In the
Chapter IV it was shown that a significant decrease in albumin levels translated into a
concentration-limited binding of tolmetin to plasma proteins. Moreover, it appeared that the
affinity of albumin for tolmetin also decreased (the association rate constant diminished by six-

fold).

On the other hand, these alterations in protein-binding of tolmetin did not rendered
modifications on the PK of the NSAID (Chapter III). In any case, the increase in free fraction
just confirmed the saturation in the disposition mechanism of tolmetin, therefore its PK could
be explained in terms of population model with first-order absorption and a Michaelis-Menten-

like elimination.

In the Chapter V it was demonstrated how the link between the population approach and PK-
PD modelling of indirect responses adequately describes natural evolution of inflammation as
vwell as the modulation of the anti-inflammatory effect of tolmetin by its pharmacokinetics in
rats. The model assumed the existence of a compartment where inflammatory mediators are
synthesized and released by a limited time. This compartment is the target of the inhibitory

activity of the NSAID.

Finally, in Chapter VI it was proven that the PK-PD model developed for naproxen may be
generalized not only to describe the anti-inflammatory responses of other NSAIDs, but also 1t
was able, with some modificarions, to describe the influence of the hypoalbuminemia on the
inflammation and the anti-inflammartory effect of tolmeun. In fact, in this case the population
approach of PK-PD modelling demonstrated that the albumin level 1s a predictive covariable

of the rate constant (K:) and the time of synthesis (Tsx) of inflaimmatory mediators. In



addition, the PK-PD modelling showed that moderate hypoalbuminemia decrease modified
the natural evelution of inflammation as well as the potency of tolmetin, but nor its maximal

effe Ct.
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INTRODUCCION GENERAL

EL MODELAJE FARMACOCINETICO-FARMACODINAMICO

ANTECEDENTES
La farmacocinética (FC) se define como la ciencia dedicada al estudio de los procesos de absorcién,
distribucién, metabolismo y excrecidn de los farmacos, asi como de los muluples factores que
pueden modificarlos [Aarons, 1997]. Una consecuencia del extenso desarrollo en la invesugacion
farmacocinética es el reconocimiento de la elevada variabilidad en los procesos, debida a factores
genéticos, ambientales, y fisiopatolégicos. En ausencia relativa de informaciéon que indique lo
contrario, se asume que esa variabilidad farmacocinética es primariamente responsable de las
diferencias interindividuales observadas en las respuestas a los farmacos.
) Ahora bien, la eficacia del firmaco no depende de la concentracion total que circule sistémicamente,
sino de la concentracién libre presente en el sitio activo, sea sobre un receptor, una enzima, etc. Sin
embargo, esos mismos sistemas efectores pueden estar involucrados no solo en el efecto terapéutco
deseado sino también en la toxicidad del compuesto cuando su estado es alterado. De lo anterior se
intuye que para la mayorta de los firmacos empleados en la practica clinica, existe una diferencia
cuantitativa entre la concentracién necesaria para la actividad terapéutica y la concentracion maxima

tolerable por razones de seguridad (Figura 1).
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Por lo tanto, se ha definido a la farmacodinamia (FD} como la relacién cuantitativa entre la

concentracién {observada) en plasma o tejido de la porcidn activa de un farmaco y la magnitud det

efecto (observado) [Venitz, 1995,

El modelaje FC-FD es la descripcién matematica de las relaciones entre la FC v la FD. El modelaje
FCFD permite la estimacién de parimetros farmacodinamicos, los que a su vez permiten la
prediccién del inicio, magnitud v duracién del efecto bajo diferentes esquemas de dosificacién; esta
informacién puede entonces ser de gran valor en la optimizacién de la terapéutica [ Venitz, 1995].

Recientemente se ha venido reconociendo la importancia de los estudios FC-FD en todas las fases
del desarrollo de firmacos [Van Peer & 4/, 1993; Steimer et &, 1993; Lieberman y McMchael, 1996].
En el caso de los estudios preclinicos, el modelaje FC-FD se emplea para interpretar informacion
toxicocinética, via el modelaje fisiologico, puede emplearse en la mterpretacion de mecanismos de
accién subvacentes a una actividad farmacoldgica y, a través del escalamiento alometrico también
puede emplearse en la extrapolacién de resultados de animales a humanos [el-Masn et 2/, 1993; van
Schaick e 4/, 1997; Boxenbaum y Dilea, 1995]. Durante las etapas clinicas iniciales el modelaje FC-
FD auxiia en la mterpretacion de los estudios dosis-respuesta y de escalamiento de dosis.
Eventualmente, las agencias regulatorias también han empleado el modelaje FC-FD para recomendar
una dosis o régimen de dosificacién que originalmente no habia sido estudiado [Gabrielsson ¥

Wener, 1999].

Con el fin de elegir el modelo FC-FD mas apropiado, es esencial idemtificar el o los procesos
biologicos que estin implicados en el desencadenamiento de una respuesta mducida por un farmaco.
Eventualmente los procesos FC, la distribucidn a la biofase, la interaccidn firmaco-receptor, la
transduccidén de sefiales v los eventos post-receptor son factores que alteran el comportamiento
farmacodindmico de un compuesto. Cuando es posible contar con la informacidn anterior, aunque
sea parcialmente, es posible vincular la FC y la FD con un soporte 1isiologico real en vez de solo
numeros v ecuaciones abstractas.
Meibohm y Derendorf [1997] han sugerido que se pueden emplear cuatro atriburos para elegir v
caracterizar de la mejor manera los modelos FC-FD:
a) El vinculo entre la concentracién medida v el mecanismo de respuesta farmacolégica que media
el efecto observado, es dedr, una relacién directa (el curso temporal del efecto es paralelo al de la

concentracién), o una indirecta (la aparicién de una asa de histéresis en la representacion grafica
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de la relacién concentracién-efecto, denora el retraso en la aparicion del efecto respecto a la
concentracion).

b) El mecanismo de respuesta que media el efecto observado, es decir una respuesta directa (el
efecto medido es resultante a la interaccién del fidrmaco con una estructura de respuesta -
receptor, enzima, etc - en el sitio de accién), o bien indirecta (existe un factor fisioiogico, el cual
gobierna el efecto observado, que puede ser modulado).

¢} La informacién usada para establecer el vinculo entre la concentracién medida y el efecto
observado, ajustes no-estrictos (la informacién ranto FC como de la respuesta medida se emplea
para caracterizar el modelo) o estrictos (la informacién FD no se emplea por s1 misma, sino que
el modelo FC-FD se caracteriza a partir solo de la informacién FC y de datos i wwo del
farmaco).

d) La dependencia con el tiempo que puedan tener los parametros farmacedinamicos, es decir
tiempo-invariantes {cuando los parametros del modelo no cambian en el uempo) ©s tempo

variantes {(cuando se pretende caracterizar fenémenos de tolerancia o desensibilizacion).

Ademas de la importancia que por si misma tendria la caracterizacion de la relacion FC-FD en el
establecimiento del régimen de administracién mas adecuado, también es il en el entendimiento de

los mecanismos de accidn que realmente subyacen a la actividad de un farmaco.

Posterior a fa construccién del modelo basico, deben considerarse las posibles diferencias biologicas
que usualmente se traducen en variabilidad intra- e interindividual. De cara a la vaniabilidad FD. suele
ser importante identificar factores que caracterizan a una determinada poblacion, es dear clertas
covariables (tal como la edad, género, caracteristicas fisiopatoldgicas, etc). La incorporacién adecuada
de esas covariables en los modelos FC-FD, a través de la llamada aproximacion poblacional de

efectos mixtos, permite 1ina mejor interpretacion de la vanabilidad.

Este enfoque permitc .a caracterizacién de parametros promedio para una poblacion, asi como la
varianza del error residual, lo que representa los estimados @ priort para cadaindividuo, que a su ver
pueden ser refinados a través del analisis Bavesiano. De esta manera, seria posible la minimizacion de
fa funcién objetivo, que representa el mejor ajuste a la terapia que requiere un individuo en particular

[Levi, 1998 Peck e al, 1992],
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MODELOS FC-FD

Se han propuesto diferentes modelos para describir la relacién FC-FD dependiendo de Ia naturaleza
de! esquema de administracién del farmaco (dosis tinica, dosts miltiples, infusiones largas, etc). Asl,
cuando el sistema se encuentra cinéticamente en un estado estacionario; esto es, cuando las
concemtraciones en el sitio de accidén son constantes (infusiones largas o dosis muluples), se

requieren modelos relativamente simples para caracterizar la relacién FC-FD (Cuadro 1).

Los modelos anteriores son también llamados FC-FD de Respuestas Directas, ya que se caracterizan
e - - B Ce . -

por una correlacién directa entre la concemtracién del formaco en el sitio de accion v el efecto

observado, sin retraso en el tiempo. Esto es, se asume que cualquier proceso de distribucion desde el

sitio de muestreo hacia el sitio de accién, mediando cualquier respuesta intermedia, es

suficientemente rapido para no influir sobre la correlacién. Bajo estas condiciones, la concentracién

de firmaco es directamente proporcional a la dosis administrada y la grafica, efecto en funcién de la

concentracion (E— C), tiene la misma forma que las curvas dosis-respuesta.
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Sin embargo, cuando las condiciones no son de estado estacionario, se requieren modelos FC-FD
integrados mas complejos para vincular y cuantificar la posible disociacion entre la concentracion y el
efecto observado. Bajo estas condiciones, cuando los datos E-C son representados en orden

cronolégico, la grafica resultante es una curva de histéresis ans-horaria (Figura 2).

Cp

l2fecto %4

‘fecto

=

tEmax

Figura 2. Formaatn del asa de bistéresis antshoraria en las velacones
FC-FD vudpectas,

Lo anterior significa que la cinética del efecto se encuentra retrasada respecto a la cinética de las
concentraciones. Por tanto, de manera general este tipo de relacién entre la FC y la FD se denomina

Indirecta y puede revelar diferentes situaciones:

1) Un sitio de accién dificilmente accesible (el retraso expresa la velocidad de equilibrio entre el
plasma y el sitio de accion).

2) La transformacién de un pro-firmaco en un metabolito activo (e} retraso representa la velocidad
de produccién del meabolito).

3} Un mecanismo de accion mdirecto.

Alrernarivamente, la grafica E-C puede mostrar una histéresis hommiz (o protéresis) es decir, el efecto
disminuye mas répidamente que las concentraciones. Esto puede revelar el desarrollo de tolerancia al
farmaco sea por fenémenos homeostaticos o por desensibiliacién de receptores [Baver et af, 197;

Lima e 4, 1989; Ragueneau e 4, 1998; Mandema y Wada, 1995; Castafieda-Hernandez ez al, 1994].
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Cuando Iz histéresis es antihoraria, se han propuesto diferentes estrategias para analizar la
informacién. Si la distribucién hacia fa biofase es el factor limitante, puede proponerse una cinética
de compartimento efector para explicar el desequilibrio entre concentracién y efecto [Sheiner e 4/,
1979). Por otra parte, un mecanismo accién indirecto, v.gr. la inhibicién o la estimulacion de la
sintesis o la degradacién de productos endégenos que median una respuesta, también puede llegar a
ser el factor limitante de velocidad y se traduce en una histéresis anthorarta {Dayneka e 4/, 1993;

Jusko v Ko, 19941

El Modelo del Compartimento del Efecto

Un importante avance conceptual para establecer indirectamente el vincule entre FC y FD ha sido
la postulacién de que el curso temporal del efecto por si mismo puede emplearse para definir la
velocidad de movimiento del farmaco hacia el sitio de accién, tal como se propone en el modelo del
compartimento efector propuesto por Sheiner [1979]. Este concepto considera un compartimento
efector hipotético que puede modelarse como un compartimento adicional a la FC y represenra la

concentracién en el sitio de accion. Este compartimento se vincula con la cinetica a través de un

proceso de primer orden, aunque se asume que recibe una cantidad de masa despreciable.

En consecuencia, los aspectos dependientes del tiempo del equilibrio entre la concentracion
plasmarica v el efecto pueden caracterizarse solo con una constante de velocidad denomunada k ..
Esta constante describe entonces. la desaparicion urreversible del farmaco desde el comparmmento

del efecto (Figura 3).

Matematicamente la relacién anterior puede definirse a través de la siguiente ecuacion diferencial:
dCe/dt = k. (Cp-Ce)

donde Cp y Ce representan las concentraciones en plasma v compartimento  efector,

respectivamente. Aungue se han propuesto diversas metodologias [Fuseau v Sheiner. 1984 Unadhau

¢t al, 1986; Veng-Pedersen y Modi, 1992] para estimar la k., la regresion no-lineal paramétrica parece

ser el enfoque mas empleado.
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ka. D
/ D Dosis

‘k‘IO C Concentracion plasmatica
C. Concentracion ern el
Compartimento del Efecio
km: kal k1e’ keC!
Caonstantes de primer orden

e
v
<=0 . Modelo E,. ., Efecto

Figura 3. Represariacion esquemdsica de modelo del compartzmento del efecto.

En esta estrategia se propone inicialmente el mejor modelo FC y los parametros obtenidos de este,
junto con los datos FD, se emplean para alimentar el modelo FC-FD integrado que permute
caracterizar la k. y los parametros FD por medio de un proceso iterativo. Este enfoque ha sido
empleado exitosamente para predecir la relacion FC-FD de una amplia vaniedad de firmacos [Sheiner
@ al, 1979; Martin del Campo e 4/, 1997; Torres-Lopez et &, 1997; Della Pschoa ez 4/, 1998; Garrido et
41, 19997,

Modelos Fisiologicos de Respuestas Indirectas

Aunque el modelo del compartimento efector permite explicar e! retraso en la aparicion del efecto
respecto a la concentracion cuando hay factores que supongan problemas de distnbucion del
farmaco, este enfoque considera que tal retraso pueda estar relacionado con otras causas. Asi,
muchas respuestas a un fairmaco pueden ser consideradas de naturaleza indirecta. Es decir, después
de la administracion del farmaco hay una lenta generacidn de la respuesta, la cual esta gobernada por

la inhibicén o la estimulacién de factores que controlan esta respuesta [Dayneka er af 1993;
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Nagashima e 2/, 1969]. Adicionalmente, cuando la respuesta a un farmaco es por naturaleza indirecta,
el ajuste de los datos con modelos FC-FD basado en el compartimento efector, produce

“parametros” dependientes de la dosis, lo cual no es biolégicamente posible.

Jusko v Ko [1994] propusieron una familia de respuestas farmacodinimicas indirectas. Estos
modelos se basan en los efectos de los farmacos (inhibiciones o estimulaciones de un sisterna), sobre
Jos factores que controlan la aparicién o la disipacién de la respuesta al musmo. Las respuestas asl
generadas muestran un inicio de efecto y retorno a la basal lentos. Por otra parte, el tempo para
alcanzar e} efecto méximo (tz,,), depende del modelo y de la dosis; mientras que el tiempo para
alcanzar el estado estacionaro FD dependerd de si el farmaco actia como inhibidor o como
estimulador. Si el farmaco desencadena un efecto sobre la disipacién del efecto (raw ost) enonces el
tiempo al estado estacionario FD y el t;,, estarin determinados solo por el farmaco. 51 el farmaco
actlia sobre el comienzo {rate m), sera el nivel de la respuesta lo que sea afectado. En cualquier case,
la aparicién de curvas de histéresis demuestran que la concentracién precede a la respuesta [Dayneka
et al,1993; Jusko v Ko, 1994].

Tomando en consideracién la informacién anterior, es posible describir la velocidad de cambio de la

respuesta (dR/dt) en ausencia del farmaco, a través de la siguiente ecuacién diferencial:
dR/dv =k, -k, R

donde k_, representa la constante de orden cero para la produccién de la respuesta v k. es la

constante de primer orden para la pérdida de la respuesta.

Dependiendo de sk, o k

propuestos por Jusko v Ko [1994]. Las ecuaciones aiferenciales que caracterizan estos modelos son:

son inhibidas o estim»fadas por el firmaco, son 4 los modelos basicos

Ul

dR/dt =k, - I{t) - k. R para ia inhibiciéon de k Ec. 1
dR/di =k, -k, -1ty R para la mnhibicién de k Ec. 2
dR/dt =k, - S(t) - k., R para la estimulacién de k| DI

r
1

dR/di=k, -k, -S@) R para la esumulacién de k Fe.

(Rl
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Considerando que 1{t} v S(t) son funciones inhibitorias v estimulatonas, respectivamente, las cuales

pueden describirse en funcion de:

) c(t) Faog - C{l}
=1 S =1 - ————
| IC,. + Cly) g EC. - Ot

Donde IC,, y EC;, son las concentraciones que generan el 30% de la inhibicién o el efecto maximo
(Ey:sx), respectivamente. Estos modelos de respuestas fisioldgicas indirectas se han empleado para
describir una gran variedad de efectos tales como la relajacion muscular, sintesis, secrecion v flujo de
mediadores, trafico celular, inducciédn o activacion enzimatica, entre otros [Jusko y Ko, 1994 Garg

v Jusko, 1994; Flores-Murrieta e «/, 1998].

Por lo mencionado antes, ademas de la importancia que por st misma tendria la caracterizaciéon de la
relacién FC-FD en el establecimiento del régimen de administracién mas adecuado, también es 1iul
en el entendimiento de los mecanismos de accién que realmente subyacen a la actividad de un
farmaco. Es decir, st el mecanismo de accidn es conocido, al menos parcialmente, el modelaje FC-
FD basado en respuestas fisiologicas indirectas deberia ser la primera opcién para analizar la relacién
entre concentracion y efectos de un farmaco. Por tanto, este enfoque permite pasar de la abstraccién
de los numeros a una herramienta basada en un mecanismo fisiolégico. Ademas, como se menciond
anteriormente, si las mediciones tanto farmacocinéticas como farmacodinamicas incluyen un elevado
grado de variabilidad intra- e inter-individual, su andlisis correcto deberia implicar el enfoque

poblacional de efectos mixtos [Perez-Unzar e 4/, 200C).
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INFLAMACION

ANTECEDENTES

La inflamacién es la reaccién  del tejido vivo vascularizado a una agresion local, que conduce al
acimulo de liquido y células sanguineas. La inflamacién es una respuesta fisiopatolégica fundamental
disefiada para eliminar los estimulos nocivos introducidos en el huésped, que incluyen agentes
quimicos (toxinas y sustancias catisticas), patégenos y enddgenos (como aquellos producidos por el
sistema Inmune), asi como para reparar las lesiones, radiaciones y quemaduras, entre otros. La
respuesta inflamatoria se encuentra estrechamente relacionada con el proceso de reparacidon. La
inflarnacién destruye, diluye o aisla al agente lesivo y pone en marcha una serie de acontecuruentos
que, hasta donde es posible, reparan y recostruyen el tejido lesionado. Sin embargo, la inflamacion v
la consecuente reparacién pueden ser potencialmente perjudiciales ya que comprende una serie de
respuestas como la fagocitosis del agente lesivo, la captura del agente extrafio por células
especializadas y la neutralizacién del agente nocive mediante la hipertrofia de la celula o sus
organelos. Los signos clinicos clasicos que caracterizan a la inflamacion son calor. enrojecimuento,

hinchazédn, dolor y pérdida de la funcién [Robbins e 4/, 1990].

La inflamacién se divide en aguda y crénica en funcién de su duracion, y por lo general conduce - a
igual que el dolor - a una pérdida de la funcionalidad de la parte afectada [Robbins er 4/, 199C; Smh
y Reynard, 1992]. La inflamacion aguda tiene una duracion relativamente corta, que va desde unos
minuios, hasta varias horas o dias v sus principales caracteristicas son la exudacién de liquido v
proteinas plasmdticas (edema) v la migracién leucocitaria, predominantemente de neutrofilos. Por
otra parte, la inflamacidn cronica es menos uniforme v obviamente, de mayor duracidn. Se asocia
histologicamente a la presencia de linfocitos v macréfagos vy a la proliferacion de vasos sanguineos v
tejido conectivo. Muchas de las respuestas celulares de la inflamacion estan medradas por factores
quimicos derivados de la accién del estimulo inflamatorio sobre el plasma o las ~élulas que actian

conjunta o secuencialmente {Figura 4, [Smith v Reynard, 1992; Bendtzen et &, 1995 .

El campo de la respuesta inflamatoria es el tepdo conectivo vascularizado, incliyendo el plasma, las
células circulantes, los vasos sanguineos y los componentes celulares vy extracelulares del tepdo
conectivo. Las células circulantes que tienen importancia en la mflamacidn son los newrdfilos,

monocitos, cosinodfiles, linfocitos, baséfilos v plaquetas. Las células del wepdo conectvo son las
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células cebadas, que estan en fntima relacidén con los vasos sanguineos, los fibroblastos, nfocitos v

macrdfagos del mismo.

‘ ) TNF ko THF, IL-1, 6, &, 10, 12, 18
;- other IL-1 Oxygen and nitrogen radic:
! yaxic é otc Nt = p Plataiet-ncthvating tactor
o shlonuil . % FProsiaglandine
\ - 7 Protoasce
o Bradykinin

Bandizen 1833 Hemorrhage

Figura 4. Representacion de la cascacla de evenitos y migdhadores bibevados en la vespresta mflamatona aguda.

INFLAMACION AGUDA

El edema es una reaccién inmediata o transitoria en la inflamacién aguda, que suele comenzar
mmmediatamente después del estimulo lesivo, alcanza un méximo 5-10 minutos después v puede
desaparecer en 15-30 munutos, s1 no existe otro estimulo o si no se desencadenan otros mecanismos.
Esta reaccion se caracteriza por 1) cambios de flujo y calibre vascular; 2) cambios de la permeabilidad
vascular; v 3) exudacion leucocitarza. La respuesta inflamatoria es mediada inicialmente por la
histamma v posteniormente por una gran variedad de mediadores quimicos que son activados en

fases consecutivas (Figura 5 [Robbins e 4/, 199C; Bendtzen ez &, 1998]).



Introduccion General 13

MEDIADPORES DE LA INFLAMACION

| |
. | IR

.

» Histamina * PROSTAGLANDINAS + Sistema del complemento
« Serotonina - Sistema de las Cininas
- Enzimas » Leucotrienos + Sistema de coagulacion/fibrindlisis
lisosémicas - Citocinas
» Factor activador de
plaquetas

Figura 5. Medudores guimacos en la sflarmacon.

La histarmina v la serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), son los mediadores quimicos de la fase
activa inmediata al incremento de la permeabilidad. En el hombre y en ciertos roedores, la histarmina
v la serotonina son producidas y almacenadas en los granulos de las celulas cebadas, baséfilos v
plaquetas. Estas aminas producen vasodilatacién e incremento de la permeabilidad vascular,
especialmente en las vénulas. Muchos agentes producen la liberacién de estas aminas a partir de las
células cebadas: los agentes fisicos, las reacciones inmunes, los fragmentos del complemento C3a v
C5a (t-ambién llamadas anafiiotoxinas) v los factores liberadores de la histarmina, presentes en
neutrdfilos, monocitos v plaquetas, asi como Ja interleucina-1. La concentracion de histamina
disminuye luego de los primeros 60 minutos del estimulo y los anubustaminicos no uenen efecto
sobre la permeabilidad vascular en las fases retardadas, ni sobre la acumulacién de leucocitos en el

tesido inflamado [Smuth y Reynard, 1992; Bendtzen et 4, 1998].

La migracién de leucocitos ~ principlamente macréfages y neutrdfilos — es uno de los rasgos mas
importante de la reaccién inflamatona. Estos pueden a 1 vez prolongar {a inflamacién v aumentar el
dafio tisular por la liberacién de enzimas, mediadores quimicos y radicales libres 1dxicos, entre otros.
La secuencia de estos “acomtecimientos leucocitarios” se divide en: marginacion, adherencia,
migracion segin el estimulo quimiotictico, fagocitosis v degradacion inwracelular v Liberacion de
productos leucocitarios. La fagocirosis del estimulo dafiine, es un fenomeno dependiente de energia.

gue estimula numerosos acontecimicntos miracelulares v origina también Ly seoreaidon de sustancias
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no solo dentro del fagolisosoma, sino también al espacio extracelular, siendo las mas importantes:
enzimas lisosémicas, radicales libres de oxigeno (RLO) v productos del metabolismo del acido
araquidénico, incluyendo prostaglandinas (PGs) vy leucotrienos (LTs). Estos productos son
mediadores poderosos de los efectos celulares y vasculares de la inflamacidn y lesion tisular, y

amphfican los efectos del estimulo inflamatorio intcial [Smith y Reynard, 1992; Hirasawa ez 2/, 1987).

En lo referente a los derivados oxigenados del 4cido araquidénico (AA), los mas importantes son las
prostaglandinas y tromboxanos, considerados conto autacoides u hormonas locales de accion corta,
que se forman rapidamente, ejercen su efecto localmente v se degradan espontdneamente o son
destruidas por la accion de enzimas. El AA es un acido graso polunsaturado de 20 carbonos {acido 3,
8, 11, 14-eicosatetranoico), que deriva directamente de la dieta o de la conversién del acido graso
linoleico. Existe de forma estenficada en los fosfolipidos de la membrana, particularmente en el
carbono 2 de la fosfatidileolina v fosfatidilinositol. Para que el AA sea utilizado por la célula para
formar eicosanoides, tiene que ser antes liberado de los fosfolipidos, mediante la activacién de las
tosfolipasas celulares por estimulos mecanicos, fisicos v quimicos, o por otros mediadores (por ej.
(C3a). El AA es metabolizado principalmente por dos vias: la via de la lipooxigensa (L.O) v la viade la
caclooxigenasa (COX), siendo los productos formados de estas reacciones leucotrienos y

prostaglandinas y tromboxanos, respectuivamente [Gilroy ez &, 1998].

La aclooxigenasa (COX) transforma rapidamente el AA en el endoperéxido prostaglandina PGG.

que a su vez es converudo enzimaticamente en PGH,. En esta conversién se genera un radical libre

de oxigeno y entonces, la PGH, es convertida enzimaticamente en:

a} Tromboxano A, (TXA,), que se encuentra en las plaquetas y otras células, es un potente agregante
plaquetario de vida media corta {segundos) v vasoconstrictor potente.

b) Prostaciclina (PGL.), que se encuentra predominantemente en la pared vascular y es un porente
inhibidor de la agregacidn plaquertaria y vasodilatador.

¢) Prostaglandinas (siendo las mas estables: PGE,, PGF,, y PGD,), que se encuentran en muchos

tejidos v ejercen diversas acciones sobre el tono y la permeabilidad vascular.

Los modelos inflamatorios en animales de laboratorio, permiten valorar cuantitativamente la
potencia y efecttvidad antiinflamatoria de los farmacos antirrenmiticos. En los animales de

laboratorio ha sido posible disefiar un numero importante de modelos experimentales que
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representan con bastante fidelidad, algunos procesos inflamatorios. En el caso del modelo de la
inflamacién por administracién subplancar de carragenina, el edema es causado en una primera etapa
por la liberacién de histamina, serotonina, y elementos del complemento, y en una segunda fase (2-3
h posteriores al estimulo lesivo) por la produccién de prostaglandinas, bradicinina y 5-HT, asi como
la presencia de leucocitos. En su conjunto, todos estos agentes son responsables del incremento en
la permeabilidad vascular y del dafio causado al tejido conectivo [Crunkhorn y Meacock, 1974;
Ferreira e «/, 1974; Ucelay e al, 1988].
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ANTIINFIAMATORIOS NO ESTEROIDALES

ANTECEDENTES

Los farmacos antiinflamatorios no esteroidales (AINEs) constituyen en la actualidad, la piedra
angular de la terapia antirreumatica. Este es un grupo de farmacos que la mayoria de las veces no
guardan relacidn quimica, pero s{ comparten caracteristicas de actividad terapéutica y de efectos
colaterales o secundarios [Insel, 1995]. Ahora bien, a pesar de gue todos los antunflamatorios son
capaces de modificar la inflamacién, sdlo lo hacen de forma paliativa v la mayoria de las veces, no
tienen efectos sobre el proceso degenerativo. De hecho, existe una variabilidad considerable en el
alivio del dolor obtenido con los AINEs, incluso cuando los agentes pertenecen a la misma famiha
quimica. El origen de esta variabilidad interpaciente inchye las diferentes acciones farmacodinamicas,

los pardmetros farmacocinéticos, o una combinacién de ambos [Sharma er 4, 1999].

Por defnicién, se espera que los AINEs modulen la inflamacién sinovial presente en las
articulaciones artriticas. Entonces, considerando que las prostaglandinas potencian el edema
producido por bradicinina, histamina y serotonina, se ha postulado que el mecanismo basico {mas no
el tnico) de acadn de los AINEs es la inhibicion de la biosintests de prostaglandinas (PGs) [Ferreira
e al, 1974]. En ese sentido, se ha reportado que son por lo menos 2 las isoformas de la enzima
aclooxigenasa (COX) las responsables de la sintesis de PGs [Seibert et 4, 1994]. Mientras que la
COX-1 esta constumtivamente expresada en muchos tejidos v es la encargada de mantener diversas
funciones fisiologicas, la COX-2 se expresa de forma local ante el estimulo proinflamatorio de ciertos
agentes flogistas, como carragenuna. Los mismos autores describieron que el tiempo necesario para
que se de la maxima expresion de COX-2 es semejante al requenido para alcanzar el maximo efecto
inflamatorio en el modelo experimental de inflamacién inducida por carragenina, es decir, a las 3
horas posteniores al estimulo lesivo [Seibert & 4/, 1994: Kun-Yu, 1998]. Asi, las PGs formadas por
COX-2 (PGE.) parecen ser de suma importancia en el mantenimiento de la respuesta hiperalgésica e
inflamatona en €l sitio de accidn [Zhang er 4/, 19971,

Por su parte, en el manejo del dolor agudo postoperatorio, la eleccién del método mas apropiado
dependeri de: (a) la naturaleza de la intervencién; (b) la intensidad v duracion del dolor esperadas; (¢)
la disponibilidad de los firmacos y experiencia en su manejo; (d) la eficacia y los efectos adversos de
los métodos disponibles; y (e} las variables propias del paciente tales como los padecimientos

preexistentes, la edad v el estado psicoldgico [Jusiins y Richardson, 1991]. Semejante al estimulo
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desencadenado en los procesos inflamatorios de los padeciemientos reumaticos aunque en una
magnitud puntualmente mayor, el trauma quirGrgico inicia una cascada de complejos eventos
fisiolégicos que involucran la liberacién de diversos compuestos nociceptivos, incluyendo
prostaglandinas desde las terminales nerviosas y tejidos dafiados, que conducen reacciones

inflamarorias v a estados hiperalgésicos [Cervero, 19951

KETOROLAC, NAPROXEN Y TOLMETIN

La eleccién de un firmaco como antipirético o analgésico no suele ser una tarea facil. Ademas de las
consideraciones meramente humanitarias para combatir el dolor, hay evidencias de que un dolor
agudo no aliviado puede producir efectos fisiolégicos y psicologicos riesgosos. En ese senudo, se ha
demostrado que una corta estancia en el hospital, asociada con un efecuvo alivio del dolor,
disminuyé la morbilidad y la mortalidad, e incrementa la satisfaccion del paciente [Yeager e al, 1985].
A diferencia de otros miembros de la familia de los AINEs, el ketorolac es capaz de producir un
buen alivio del dolor moderado o severo [Bloomfield ez 4, 1986], probablemente debido a que posee
varjos mecanismos de accién. Esta eficacia analgésica es comparable a la de dosis estandar de varios
agentes opioides. Inclusive desde una perspectiva farmacoecondmica, el ketorolac mantiene un perfil
mas favorable que los opioides debido a que conduce a importantes ahorros en la estancia
intrahospitalaria [Gillis y Brogden, 1997]. La biodisponibilidad oral del ketorolac es de entre el 80 al
100%, v las concentraciones pico se alcanzan entre 30 y 60 minutos después de la administracion
oral, intramuscular o subcuténea. La farmacocinética del ketorolac es lineal en el rango usual de

dosificacién oral o parenteral (1C a 120 mg) [Gilhis ¥ Brogden, 1997]

Como otros AINEs, el ketorolac se une casi por completo a las proteinas plasmaticas (>99%). lo
cual resula en un pequefic volumen aparente de distribucién (<03 1/kg). En la arculacion
sanguinea, practicamente todo el matenal relacionado con el firmaco se encuentra en su forma
intacta (>96 %) v tan solo la fraccidn restante corresponde al merabolito inactuvo p-hidroxiketorolac.
Fn humanos, se excreta en la orina alrededor del 90% de la dosis admimistrada [Mroszezak ¢ al,
1990). La vida media de eliminacién del KT en voluntarios sanos es de alrededor de 5 horas. En los
ancianos, la absorcién y la unidn a proteinas no se afectan. Sin embarge, la depuracion se reduce, lo

cual resulta en una moderada prolongacion de la vida media hasta 6 o 7 horas. Como seria de
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esperarse en pacientes con dafio renal, la depuracion plasmatica del KT disminuye y esto conduce 2

un incremento en la vida media (9 a 10 h) [Brocks y Jamali, 1992].

Ahora bien, se han reportado casos de nefropatia (niveles elevados de creatinina sérica, nitrégeno
uréico y potasio en plasma, v oliguria) después del uso parenteral de KT hasta por cmco dias [Munay
v Watson, 1993; Corelli v Gericke, 1993; Boras-Uber y Brackewt, 1992; Schoch et 4/, 1992]. Sin
embargo, también se ha reportado toxicidad renal en un nimero minimo de pacientes después de
dosis tnicas de KT [Smith e 4/, 1993]. Por lo tanto, se hace necesario el monitoreo del farmaco

incluso en pacientes que no reciben largos tratamientos.

Por otra parte, a diferencia del dolor agudo, en el campo de fa reumatologia la decision se vuelve mas
compleja v la eleccion de un AINE determinado es comunmente empinica. Particularmente en el
caso de la poblacién infantd, solo se recormuenda el uso de firmacos que hayan sido probados
ampliamenze, tal es el caso basicamente de la aspirina, el tolmetin v el naproxén. Sin embargo, la
asociacion del sindrome de Reye en nifios con la administracion de aspirina en diferentes situaciones

limta su uso [Insel, 1995; Uziel, 1999; Cassidy JT, 1999].
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Figura 6. Estrcirn qum‘.;. e naproxén, olmestey ketorolac.

El tolmetin y el ketorolac son derivados del dcido heteroaril acético, mientras que el naproxén es un

derivado del dcido propiénico. La estructura quimica de estos compuestos se muestra en la Figura 6.
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El tolmetin es un farmaco relativamente antiguo, pues fue introducido al mercado a mediado de los
7C’s. A las dosis recomendadas (0.8 a 1.6 g al dia), es aproximadamente equivalente en eficacia a
dosis elevadas de aspirina (3.9-4.5 g al dia), aunque usualmente es mejor tolerado. El uso principal de
este AINE es ¢l tratamiento de la osteocartrius, la artritis reumatoide, v la forma juvenil de Ja misma,

aungue también se ha empleado en el tratamiento de la espondilitis anquilosante [Cassidy, 1999],

El tolmetin se absorbe rapida y completamente después de su administracion oral. El pico de
concentracién se alcanza en 20 a 60 minutos después de una dosis oral y su vida media plasmatica es
de alrededor de 5 h. La acumulacién del farmaco en el liquido sinovial comienza hacia las dos horas v
persiste por hasta & después de una administracién oral tnica. Después de absorberse, el tolmetn se
une extensamente a las proteinas plasmiticas (>99%). Practicamente todo el tarmaco puede
recuperarse en la orina después de 24 h. El farmaco excretado se encuentra en su mayor parte
conjugado o metabolizado. La transformacion metabdlica principal supone la exidacion del grupo p-
metil a un acido carboxflico. Se ha postulade que la magnitud de esta reaccion puede ser dependiente

del género [Granados-Soto & &/, 1996; Jimenez e al, 1999].

Por otra parte, diferentes estudios clinicos han mostrado que naproxen comparte el espectro de
eficacia con el tolmetin en el tratamiento de los signos vy sintomas de enfermedades reumaricas. No
obstante, su perfil antipiretico lo hace preferido en el manejo de la artnitis v la fiebre relacionados con

la fiebre reumatica [Uziel et 4/, 2000], siendo inclusive mejor tolerado.

El naproxén es aproximadamente 2C veces mas potente que la aspirina como inhibidor de la
ciclooxigenasa. aunque no presenta selectividad por ninguna de las 1soformas [Rabasseda, 1992]. El
naproxén es un inhibidor mixto de COX-2, mientras que para la COX-1 no es tiempo-dependiente

{(Figura 7 [Gierse cx a/, 1999]).

Este farmaco presenta una vida media mayor que otros compuestos de su misma clase quimica, lo
que hace mas comoda su administracion - dos veces al dia -. El naproxeén se absorbe completamenie
después de una dosts oral. La concenrracién mixima se alcanza entre 2 v 4 h. v puede ser mas rapido
st se admumusira como la sal sédica. La vida media (14 h) puede incrementarse al dobie en sujetos

ancianos, en los que puede requerirse un ajuste de la desss
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IC.. PGE, ELISA (M)

2 min 10 _min
COX-1 05 (0069 mg/L) 24 (5.53 me/L)
COX-2 0.08 (0.018 me/L) 197 (45.39 mg/L)

Gierse, ef al, (Biochem .J),1999. |

Figura 7. Caracteristicas tiemypo-dependientes de la inbibicion no selectrua del
naproxén sobre la COX.

Los metabolitos del naproxén se excretan casi por completo en la orina. Alrededor del 3C% del
farmaco se metaboliza por 6-desmetilacién, v este metabolito asi como el resto del firmaco se
excreta como glucurénido. Al igual que el tolmetin, el naproxén se une casi por completo a las

proteinas plasmdticas {(99%), después de dosis terapéuticas normales
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RELACION FARMACOCINETICA-FARMACODINAMICA DE LOS
ANTIINFILAMATORIOS NO ESTEROIDALES

A diferencia de la farmacocinética, el entendimiento de la farmacodinamia se ha visto limitada por el
lento desarrollo de modelos de respuestas fisioldgicas significativas, que puedan ser cuanuificadas
reproduciblemente en el ser humanc. No obstante, ha sido posible el uso de modelos matemancos
para describir la relacién concentracidn-efecto de varias clases de farmacos, incluyendo anuarruimicos
[Holazo e 4/, 1986}, agorustas de receptores 82 |Hochhaus y Mollmann, 1992], glucosidos cardiacos
[Kelman v Whiung, 1980], bloqueadores de canales de calcio [Kleinbloessem er al, 1984)

bloqueadores neuromusculares [Sheiner ¢ al, 1979], benzodiacepinas [Mandema ez a/, 191], y otros.

Ahora bien, existe un limitado conocimiento de las relaciones entre la farmacocménica v la
farmacodinamica de los analgésicos [Inturrisi er af, 199C; Suri er &, 1997} en el ser humano. Esto
podria deberse, probablemente, a la complejidad propia de los estudios clinicos sobre analgesia Esta
clase de estudios a menudo tiene deterrminadas caracteristicas; es decir, una vez inciado el proceso
doloroso, - a menudo debido a una intervencién quirdrgica - el paciente recibe la admimistracién de
una sola dosis de un determinado analgésico o de placebo. Posteriormente, en intervalos especificos
de uempo después de la administracidn, se evalia la intensidad del dolor ¢ el alivio del mismo para

medir la eficacia del analgésico.

En parucular, para el caso del KT existe un estudio retrospectivo, con enfoque poblacional,
publicado por Mandema y Stanski [1996], donde los autores sugieren la existencia de un retardo.
cuanuficable por un modelo distribucional, del efecto analgésico del KT respecto a su concentracidn.
Sin embargo, los datos empleados por estos autores provenian de una multitud de estudios previos
donde se evaluaron por separado la farmacocinética v la farmzcodinamia. En claro contraste a la
observacion del retardo, Granados-Soto ¢ @/ {1995b] demostraron una relacién de tipo directo entre

Ja concentracion y el efecto analgesico del K'T en un modelo exporimental en la rata,

Por otra parte, cuando el efecto fammcolégico de inrterés resulta ser la eficacia antiinflamatona.
deben considerase varias situaciones. Por una parte, aunque la cuologia de las enfermedades
reumaticas no estd bien clara aan, los AINEs son considerados el traiamiento de cleccidn en

enfermedades de upo reumatco. Por otra parte, fas mediczones del farmaco en plasmia ne siempre
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reflejan los niveles en los sitios inflamados y la respuesta entonces suele verse retrasada, por lo que la
correlacién entre miveles plasmiticos y los efectos antinflamarorio/analgésico es dificil de establecer
en estos agentes. Ademss, los AINEs suelen tener propiedades adicionales relacionadas con su efecto
sobre la inflamacién. De hecho, no esta claro el por qué algunos de estos agentes actiian micialmente
como analgésicos v después como antiinflamatonios (v.gr. aspirina), mientras que €n otros ocurre lo
contrario (naproxén, diclofenac, etc). Interesantemente, este retardo entre los cambios de la
concentracién plasmatica v la intensidad del dolor es mas probable si el AINE es administrado por
Via intravenosa o si se absorbe répidamente. Es decir, después de una administracién oral con un
proceso de absorcién lento el retardo serd menor. Por tanto, el curso temporal de la analgesia
(también del efecto antiinflamatoric) puede ser incluso independicnte de la vida media del farmaco.
Por otra parte, en contraste con la analgesia a concentraciones bajas pero continuas, se aprecia una
mejor respuesta antiinflamaroria, por lo que parece evidente que los mecanismos intrinsecamente
antiinflamarorios de algunos AINEs conduciran a diferentes comportamientos en la refacion FC-FD

cuando se determina el efecto analgésico [Walker, 1995].

El retraso en el caso del efecto analgésico de varios AINEs se ha podido explicar a través de
procesos de distribucién con diferentes velocidades. Esto conduce a la diferencia de velocidad entre
la desaparicién de la concentracién v su efecto analgésico {definido por una constante keC) . Sin
embargo, la informacién disponible respecio al correspondiente efecto antinflamatorio es limirada, y
aparentemente solo hay reportes acerca de la actividad antplaquetaria 7 w0 o ex vEo para la
aspinna, naproxén, indometacina, ibuprofen, (s)-etodolac y (s)-ketoprofen. Esta falta de informacion

probablemente sea debida a las dificultades técnicas para medir la respuesta iz uzo [Walker, 1995].

En el caso del naproxén se ha reportado que existe una correlacion entre la concentracién total en
plasma del AINE v la concentracién articular de PGE,, en pacientes con artrius rewnatoide [Bertin et
a1, 1994). Por otra parte, en el caso del tolmetin, aunque la actividad de la ciclooxigenasa sinovial se
mentuvo suprimida por 24 h después de varias dosis de tolmetin, no fue posible establecer una
relacién clara entre la concentracién de PGE, sinovial y de tolmetin en plasma [Dromgoole et 4/,
1982]. No obstante, en ninguno de los estudios se propuse algin modelo predictivo que considere
los factores implicados en los mecanismos de accién, la fisiologia y las fuentes de variabilidad en las

poblaciones.
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ALTERACION EN LA UNION A PROTEINAS DE LOS AINES

Para los farmacos que actdan de manera reversible, como es el caso de los AINEs, se ha propuesto
que su distribucién, eliminacién, y efecto farmacolégico estd intimamente relacionado con su
concentracidn libre en el sitio de accién. Esta concentracién es dificil de medir v en la practica, es
mas conveniente la determinacién de la concentracién total del farmaco. La relacion entre las dos
concentraciones (total y libre), depende de la unién no especifica a las proteinas plasmaticas y del
tiempo necesario para alcanzar el equilibrio en ambos sitios (plasma y sitio activo). Es decir, a medida
que la fraccién de farmaco libre va siendo eliminada o metabolizada las proteinas van Liberando
cantidades adicionales, de forma que la fraccién unida del producto se encuentra en equilibrio con la
fraccién libre. Esta relacién depende de factores propios del organismo asi como de las
caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia. Entonces la unién a proteinas plasmaucas, a otros sitios
de unién en tejidos o a los receptores, puede afectar la potencia y curso temporal de accidn de los
farmacos. Ahora bien, si se pudiera ignorar el tiempo de equilibrio, la concentracion total del farmaco
deberia proporcionar una correlacién tan buena como la esperada con el farmaco libre en el sitio
activo. Sin embargo, en la realidad el problema se presenta con la gran variabilidad en el tipo v grado
de unién a las proteinas plasmaticas. El estado de enfermedad suele ser la causa principal de
variabilidad en la unién. Entre éstas, son los padecimientos hepaticos v renales las situaciones en las
cuales se podria esperar una mayor frecuencia de alteraciones en la unién como resultado de la
acumulacién de farmaco y/o sus metabolitos. Es claro, entonces, que existe la necesidad de medir la
umién a proteinas, para comprender las consecuencias farmacocinéticas y terapéutcas de las

alteraciones en la unién [Tozer, 1984].

En el caso particular de los AINEs, que presentan un elevado grado de unién a proteinas
plasmaticas, volumen de distribucién del fiarmaco libre pequefio y alta correlacion ertre la
concentracién plasmatica del farmaco y su respuesta, la posibilidad de que se proauzcan
desplazamientos por causas fisiopatolégicas o producidas por la administracion concomii.nte de
firmacos, puede, potencialmente, ser de trascendencia clinica, ya que al aumentar las concentraciones
libres en el plasma podrian aumentar las concentraciones en la biofase v causar efectos no deseados,

En ese senudo, se sabe que la unidn de practicamente todos los tarmacos acidos (como los AINES)L
que se unen principalmente @ la albdming, estd disminuida por un factor de dos 2 tres en ha

cnfermedad renal, Parte de esa disminucion esta asociada con la hipoalbununenua, aungue tambien
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hay una dismunucién en la afinidad aparente debida al desplazamiento de ligandos endogenos
[Sjoholm er 4/, 1976]. En el caso de las enfermedades hepéticas es mas dificl anticipar qué upo de
cambios pueden ocurrir va que existe una gran variabilidad en la unién. En todo caso, solo en
padecimientos cronicos como la curosis pueden esperarse cambios de trascendencia clinica en
farmacos que presenten un extenso metabolismo hepatico. Tal podria ser el caso tanto de naproxén
como de tolmetin, donde la fraccién libre del farmaco puede variar hasta 8§ veces a lo largo del rango
de concentraciones que se obtienen después de dosis terapéuticas [Borga y Borga, 1997]. Ambos
AINESs son metabolizados por el higado y se han reportado cambios en la depuracidn v vida med:a
(naproxén), como consecuencia de padecimientos renales v hepdticos, v por envejecimiento. En estos
tarmacos st administractén concomitante con anticoagulantes como la warfarina bajo condiciones

de una disminucion en el grado de unién deberia evitarse [Verbeek e &, 1983; Hyneck ez 2/, 1988].
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JUSTIFICACION

Por todo lo mencionado anteriormente, se establece la necesidad de trabajos que, de manera extensa
- , . . : , o .

v cuantitativa, evallien la influencia de los cambios en los parametros farmacocinéticos, en particular

la contribucién de la unién a proteinas plasmaticas, sobre la potencia y el curso temporal del efecto

farmacoldgico. En el capitulo introductorio de esta tesis se presenta una revision de los conceptos

mas importantes a considerar, para el desarrollo de modelos que expliquen v anticipen la relacion

FC-FD de los fArmacos bajo diferentes condiciones fisiologicas.

Uno de los objetivos mas ttiles del establecimiento de la relacién entre la concentracion de un
farmaco v su efecto, es la discernimiento de la mejor estrategia de dosificacion del medicamento. En
el caso del tratamiento del dolor agudo, el ketorolac ha demostrado ser una buena alernativa a los
opioides. No obstante, su elevada potencia puede denivar en efectos colaterales graves s no hay un
buen manejo de la dosificacién del analgésico. Con el fin de evaluar la adecuabilidad de una dosis de
30 por via intramuscular del ketorolac, en el capitulo 1 de esta tesis se empled un enfoque
probabilistico para correlacionar la farmacocinética del ketorolac con su efecto analgésico en

pacientes con dolor postoperatorio severo.

Ahora bien, como se menciona en el capitulo introductorio, el disefio experimental de los estudios
FC-FD requiere la seleccién de modelos representativos. Estos, deberfan permitr fa evaluacion del
impacto de diferentes variables fisiologicas, fisiopatologicas y/o ambientales. Previamente, se ha
descrito que el género es una variable cuya trascendencia difiere dependiendo del farmaco ¥ sistema
biolégico estudiado. Entonces, y con el objetivo secundario de limitar fa extension de este trabajo, en
el capitulo 11 se valord la existencia de diferencias debidas al género sobre los parametros
farmacoci..éticos de los AINEs. Lo anterior permitié definir la mejor opcion, entre machos o

hembras, en cuanto al tipo de animales a emplear en el resto de los protocolos experimentales.

Un vez definida la conveniencia de emplear ratas macho en los estudios FC-FD. la otra variable que
consideramos de trascendencia evaluar, fue la alteracion en los niveles circulantes de albimina
plasmirica. Lo anterior, se debe a que la extensa unidn a csta proteina, es una caracterisiica comun

! INEs ¢ Imetin v :en. Diferentes investigadores | lad l
entre los AINEs como tolmetin v naproxén. Diferentes investigadores han postulado que la

dismmucion de o albiimina puede incrementar la fraccién libre del farmaco v, con ello modificar I
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magnitud v/0 la duracién de la respuesta. Ahora bien, existen hipétesis que mencionan que las
modificaciones en la fraccién libre subsecuentes a diferentes patologfas, no solo radican en la
disminucién per s, sino en cambios en las propiedades de union de la albmina por el farmaco. Por
ello, en el capimulo III, se investigd el efecto de un estado de hipoalbuminemia moderada sobre la
propiedades de unién del tolmetin. Debido a la magnirud de los cambios hallados se podia anticipar
algtin impacto sobre las propiedades farmacocinéticas y el efecto antiinflamatorio de este AINE, tal

como se menciona mas adelante.

Por otra parte, en virtud de la diversidad de enfoques actualmente disponibles para analizar la
informacién tanto farmacocinética como farmacodindmica, se hace necesario discernir la mejor
opcién de acuerdo al tipo de datos con los que se cuenta. En el capfrulo IV, se muestran las ventajas
de emplear el enfoque poblacional de efectos mixtos -con prediccion individual por métodos
Bayesianos-, en la caracterizacién de efecto de la hipoalbuminemia moderada sobre la

farmacocinética del tolmetin.

La fase anterior es esencial en la caracterizacién de la relacién entre la concentracion y el efecto de un
farmaco. Ahora bien, con el fin de elegir el modelo FC-FD mas apropiado, es esencial identificar el o
los procesos hiolégicos que estan implicados en el desencadenamiento de una respuesta inducida por
un farmaco. Al contar con esa informacién, aunque sea de manera parcial, la vinculacién entre FC v
FD habri de tener un soporte fisiolégico real en vez de solo mimeros y ecuaciones abstractas. Con lo
anterior en mente, en el capftulo V se propuso un modelo poblacional FC-FD de respuestas

fisiolégicas indirectas que permite explicar el efecto antiinflamatorio del naproxeén en ratas.

Finalmente, debido a los cambios evidenciados en las propiedades de unién y la farmacocinética del
rolmetin durante un estado hipoalbuminémico, podia anticiparse alguna modificacion en el efecto
antinflamatorio del AINE. De hecho, algunos autores han mencionado que la disminucién de la
unién a proteinas puede traducirse en un incremento puntual del maximo efecto, pero ana
disminucién en la duracién de la respuesta, después de una dosis tnica. En el capitulo VI, el medelo
fisiolégico desarrollado para el naproxén, fue extendido para caracterizar la repercusién de los
cambios en la unién a las proteinas plasmaticas sobre la relacién farmacocinetica-efecto

antiinflamartoro del tolmetin.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar de manera extensa y cuarititativa, a través de modelos poblacionales FC-FD, la influencia de
los cambios en los parametros farmacocinéticos, en particular la contribucién de la unién a proteinas
plasmaéricas, sobre la potencia y el curso temporal del efecto antiinflamatorio de los analgésicos no

esteroidales, en un modelo experimental en la rata.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la biodisponilidad del KT y su efecto analgésico empleando el enfoque probabilistico
sugerido por Laska et al, [1991), en pacientes con dolor postoperatorio que recibieron 30 mg i.m.,
con el fin de establecer la efecrividad de esa dosis en una poblacién mexicana, y sunultaneamente,

evaluar la relacidn entre este efecto analgésico con los niveles plasmaticos del AINE.

2. Debido a las descripciones de diferencias entre género en la farmacocinética y la respuesta
farmacoldgica, se pretende definir [a mejor opcién, entre machos o hembras, en cuanto al upo de

animales a emplear en los protocolos experimentales.

2

3. Evaluar la influencia de un estado de hipoalbuminemia moderado sobre los parametros de umion

de] tolmetin a las proteinas plasmaticas.

4. Evaluar a wavés del enfoque poblacional, la influencia de la hipoalbuminemia en la

farmacocinéuca del tolmetin en ratas.

5. Desarroliar un modelo poblacional FC-FD de respuestas fisiolégicas indirectas que explique el

curso temporal de la inflamacién y del efecto antiinflamatorio del naproxén en ratas,

6. Caracterizar el impacto de la hipoalbuminemia moderada sobre ¢l efecto anunflamatorio del

tolmetin en ratas, empleando modelos FC-FD con enfoque poblacional
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HIPOTESIS GENERALES

H,. El analisis probabilistico permitira definir que la dosis intramuscular de 30 mg de trometamina de
ketorolac es suficiente para aliviar el dolor postoperatorio severo o muy severo en un plazo
razonable vy durante un periodo de tiempo adecuado, con un nesgo minimo de efectos

colaterales potencialmente graves (Caprrulo ).

H.,. Exusten diferencias en la farmacocineética del tolmetin en ratas, administrado por via oral, debidas

al género (Capitulo II).

La hipoalbuminemia moderada en ratas , inducida por un procedimiento experimental de
plasmaféresis, modifica los parametros de umién del tolmetin a las proteinas plasmaricas

(Capirulo III).

H.,. El incremento en la fraccidn libre del tolmetin, subsecuente a un estado de hipoalbuminemia
moderada, se traduce en cambios en los parametros farmacocinéticos del AINE administrado

por via oral (Capitulo IV).

H,. El efecto antinflamatorio del naproxén estd modulado por su farmacocinética y puede ser
descrito por modelos FC-FD de respuestas fisioldgicas, donde se supone que la inflamacién
inducida por la carragenina est2 condicionado a la sintesis y liberacién de mediadores enddgenos

(Capirulo V).

H,. La hipoalbuminemia modifica el curso temporal de la inflamacidn, pero también las propiedades

antiinflamarorias del tolmetin administrado por via oral a ratas {Capitulo VI).
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CAPITULO 1. EFICACIA ANALGESICA Y BIODISPONIBILIDAD DEL
KETOROLAC EN PACIENTES CON DOLOR
POSTOPERATORIO: UN ANALISIS PROBABILISTICO.

RESUMEN

El ketorolac (KT), uno de los analgésicos anti-inflamatorios no-estercidales (AINESs) mas
potentes, es empleado en el tratamiento del dolor moderado a severo. Sin embargo, no hay
consenso acerca del mejor esquema de dosificacién de este firmaco. El propésito de este trabajo
fue establecer la confiabilidad de una dosis intramuscular de 30 mg de KT, con un enfoque
probabilistico que relaciona varios pardmetros de anaigesia y los niveles plasmaticos del
firmaco. Se estudié la relacién entre la biodisponibilidad v el efecto analgésico del KT en 24
pacientes después de una cirugia mayor, y que informaron la presencia de dolor severo o muy
severo. Dos pacientes abandonaron el estudio, mientras que 22 obtuvieron al menos un buen
alivio del dolor. 16 de esos 22 pacientes alcanzaron un alivio total. Aunque el KT se absorbio
répidamente, el alivio del dolor se instauré de manera gradual, mostrando un claro
desfasamiento con el curso temporal de las concentracién plasmatica. Las curvas del analisis de
probabilidad revelaron que 25% de los pacientes obtuvieron un alivic moderado del dolor 7
minutos después de la administracién del KT, 50% a los 11 minutos, 75% a los 29 v 95% a los
60 minutos. Un buen alivio del dolor se obtuve en 25%, 50 y 75% de los pacientes a las 1.1, 1.8
v 2.7 h respectivamente. El alivio total del dolor solo se alcanza en 25 y 50% de los pacientes en
2.6y 3.7 h. La duracién de la respuesta analgésica a un nivel aceptable de alivio se estimd en 5 h
con una probabilidad de 97%. No se detectaron efectos colaterales graves. Los resultados
mostraron que la dosis de 30 mg im. de KT es un tratamiento adecvado para el dolor
postoperatorio en una poblacién mexicana. De analisis de probabilidad se concluye que no se
justifica el empleo de dosis mayores, mientras que debido a la instalacién gradual del efecto

analgésico, no se recomienda la administracion adicional de analgésicos antes de una hora.

INTRODUCCION

El ketorolac es un AINE que ha mostrado ser efectivo después de administrarlo oral v

parenteralmente [Brocks v Jamali, 1992, Flores-Murrieta v Granados-Soro. 1996]. Ahgual que Fl
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KT es un analgésico del grupo de los farmacos antiinflamatorios no esteroidales que produce su
efecto a través de diversos mecanismos de accién, entre los que se encuentran la inhibicién de la

sintesis de prostaglandinas [Rooks et al, 1982] v la liberacién de éxido nitrico [Granados-Soto er

al., 1995a].

El KT es capaz de producir un buen alivio del dolor moderado o severo, como el observado
después de una variedad de procedimientos quirtrgicos [Bloomfield er al., 1986], probablemente
debido a que posee varios mecanismos de accién. Esta eficacia analgésica es comparable a la de
dosis estdndar de varios agentes opioides, pero con una mayor duracion [Flores-Murrieta y
Granados-Soto, 1996]. Inclusive desde una perspectiva farmacoecondmica, el KT mantiene un
perfil mas favorable que los opioides debido a que conduce 2 importantes ahorros en la estancia
intrahospitalaria [Gillis y Brogden, 1997]. En general, el KT es bien tolerado por la mayor parte
de lo sujetos. Sin embargo, existen pacientes susceptibles en los cuales puede existir una
importante incidencia de efectos adversos que van desde efectos leves hasta efectos muy graves
(Buckley y Brogden, 1990; Pearce et al., 1993; Lanza et a/, 1987]. Los reportes de efectos adversos
mas severos han sido observados en pacientes que recibieron dosis de 60 mg o mayores [Boras-

Uber v Brackett, 1992; Lanza et 2/, 1987, Quan y Kayser, 1994}

Varios reportes clinicos sugieren para obtener un adecuado alivio del dolor postoperatorio se
requieren dosis de 30 mg de KT por via intramuscular (Brown er 2/, 1990; Spindler et a/, 199C].
Mandema v Stanski [1996], realizaron un estudio retrospectivo usando un enfoque poblacional
también concluyeron que esta dosis producta una adecuada eficacia analgésica con seguridad
N ’ « ro. .
aceptable. Sin embargo, -estos autores usaron parametros farmacocinéticos obtenidos de
voluntarios, mientras que los datos de analgesia fueron derivados de estudios clinicos
independientes. Actualmente, no se tiene informacién de un estudio en el que simultdneamente se

evaltie la farmacocinética-v la farmacodinamia de este farmaco.

A pesar de los reportes anteriores, se continian empleando dosis superiores a 30 mg de KT, e
incluso el principal fabricante lo recomienda {Flores-Murrieta y Granados-Soto, 1996]. Por ello,

no parece existir un consenso general acerca de la dosificacién 6ptima. Una estrategia auxiliar en

™D
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la toma de decisiones anterior fue propuesta por Laska et al [1991], quienes sugirieron el uso de
métodos estadisticos para describir el mejor tratamiento, en términos de la probabilidad de
obtener una respuesta clinicamente significativa en el tiempo (onsez), la probabihidad del nempo

de finalizacién de la misma (offset) v la duracién total.

OBJETIVOS

FEvaluar la biodisponilidad del XT y su efecto analgésico empleando el enfoque probabilistico
sugerido por Laska ez 4/, [1991], en pacientes con dolor postoperatorio que recibieron 3C mg
im., con el fin de establecer la efectividad de esa dosis en una poblacion mexicana, v

simultaneamente, evaluar la relacién entre este efecto analgésico con los niveles plasmaticos del

AINE,

" HIPOTESIS
El anlisis probabilistico permitira definir que la dosis intramuscular de 3C mg de tromeramina de
ketorolac es suficiente para aliviar el dolor postoperatorio severo o muy severo en un plazo
razonable v durante un periodo de tiempo adecuado, con un riesgo minimo de efectos colaterales

potencialmente graves.

PACIENTES Y METODOS

Sujetos y diserio del estudio

Participaron en el estudio 24 pacientes {14 mujeres y 1C hombres) que fueron sometidos a un
determinado tipo de cirugia mayor y que cumplieron con [os criterios de inclusion v exciusion.

Los datos demogrificos correspondientes aparecen en la Tabla 1.

Los sujetos leyeron el protocolo aprobado por e1 Comite de Investigacion v Frtica del Hospital
v dicron su consentmiento informado para participar. El estudio se llevé a cabo en el Hospital
Central de Petrdleos Mexicanos y se realizé siguiendo las recomendaciones de la Declaracion
de Helsinki. Los pacientes tuvieron la libertad de abandonar el estudio en cualquier momento,

si cllos consideraban que el tratamiento era inadecuado o nsuficiente.
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Tabla I-1. Datos demogréficos y tipo de cirugia @ la que fueron somendos los pacientes con dolor posioperatorio
para lz evalnacisn de la relacion entre la farmacocinéica y el efecto analgésico del retorolac.

SUIETO SEXO EDAD TALLA PESO (kg) CIRUGIA REALIZADA
(ad0s) {cm)

1 F 43 157 32.1 ARTROPLASTIA

2 F 33 146 9.0 OSTEOTOMIA DE CADERA

3 M 36 138 53.0 DISCOIDECTOMIA

1 A 24 170 703 FISTULECTOMIA

5 M 42 173 0.0 ARTRODESIS COLUMNA LUMBAR

3 M 24 176 840 DISCOIDECTOMIA

7 E 32 162 57.0 HISTERECTOMIA ABDOMINAL

8 E 36 181 6.3 HISTERECTOMIA ABDOMINAL

g F 38 162 623 HISTERECTOMIA

12 F 3% 162 608 MASTECTOMIA

11 F 24 134 593 REDUCCION MAMARIA

12 F 28 155 593 PLASTIA MAMARIA

13 F 36 152 390 HISTERECTOMIA

14 A 3 74 670 HERNIOPLASTIA INGUINAL DERECEA

13 M 1% 133 730 RECONSTRUCCION ORBITAL

i6 M 49 182 85.0 CRIOCRETINOPEXIA

i7 F 32 166 358 LAPAROSCOFIA DIAGNOSTICA

18 F 31 168 6.5 HERNIOPLASTIA

19 E 32 163 67.3 LAPAROSCOPIA DIAGNOSTICA

e F 33 138 583 LAPAROSCOPIA DIAGNOSTICA

21 M 20 163 &30 PLASTIA JONES

22 F 44 155 340 HEISTERECTOMIA

23 M 33 163 70.0 PIELOGRAFIA

24 M 49 162 705 PROSTATECTOMIA TRANSURETRAL
Promed.o 3492 162 29 64.88
Error 202 1.84 193
Estandar

Una vez que los pacientes se recuperaron de la anestesia, la determinacién de la intensidad de

dolor inicial se realizd a través de la pregunta "¢Su dolor en este momento es inexistente, ligero,

moderado, severo, o muy severo?” . Los pacientes que reportaron un dolor severo o muy severo,

que requirlers analgésicos paremterales, fueron tncluidos en el estudio. Debido 2 este criterio de

inclusion, por recomendacién del comité de ética se evité el empleo de un grupe control placebo.

Deteyminacion de la biodisponibilidad del ketorolac.

Se obtuvieron muestras sanguineas de una vena del antebrazo, empleando el mismo esquema de

muestreo que para la evaluacién del dolor y efecto analgesico (ver abajo). Las muestras sanguineas

nl
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se centrifugaron para obtener el plasma, el cual se conservé a — 70" C hasta su posterior analisis.
Las concentraciones plasmaticas de KT se dererminaron con un método de cromatogralia liquida
previamente reportado por Flores-Murrieta et af [1994]. Se construyeron curvas de concentracion
plasmitica vs tiempo, y se obtuvieron la concentracidén mixima (C,,,) y el tiempo necesario para
alcanzarla (¢, ) directamente de esas curvas. El drea bajo la curva (ABC) se obtuvo empleando la

regla de los trapezoides [Rowland y Tozer, 1989]

Evaluacion de la eficacia analgésica y los efectos adversos.

Inmediatamente después de la medicién de la intensidad basal del dolor se administraron a los
pacientes, 30 mg de trometamina de ketorolac por via intramuscular (Dolac, Roche-Syntex,
Mexico D.F.). Empleando escalas de evaluacidon verbal, se registraron la intensidad y el alivio del
dolor a las 0.25, 0.5, 1, 2, 3,4, 5 v 6 h posteriores a la administracién del analgésico. La escala de
evaluacién de la intensidad del dolor contenia los siguientes valores, inexistente (0}, ligero (1),
moderado (2}, severo (3) v muy severo (4). Para evaluar el alivio del dolor, la escala verbal
utilizada fue la siguiente: ningln alivio (0), alivio pequefio (1}, alivio moderado (2), alivio
suficiente (3) y alivio total {4). Ademas, al finalizar las seis horas del estudio, los pacientes fueron
cuestionados acerca de su opinidn en cuante al tratamiento global. Los resultados se evaluaron en
una escala de cinco puntos donde: ¢ = ninguna ayuda; 1 = minima ayuda; 2 = buena terapia, 3 =
muy buena terapia y 4 = excelente terapia. Las reacciones adversas se registraron por las
mamifestaciones espontaneas de los pacientes, asi como por cuestionarios no sesgados por parte

del invesugador cliruco.

Varios indicadores de la analgesia se derivaron de los daros de los cuestionarios. La diferencia en
la intensidad de dolor (PID), es la diferencia entre la intensidad de dolor anotada en el punto de
observacién v la intensidad basal. La suma de las diferencias en la intensidad de dolor (SPID) es la
suma en cada punto de las mediciones de PID, pesadas por el intervalo de tiempo entre las
evaluaciones, v ¢s un estimado del area bajo la curva temporal del efecto. TOTPAR representa la
suma en cada punto de las mediciones de alivio, también pesadas por el intervalo de tiempo enure

las evaluaciones. Siambas escalas {evolucidn de dojor v aivio) son msesgadas, Jos valores de las
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variables sumadas SPID vy TOTPAR no deben ser estadisticamente distintos. El tiempo al pico, es
el tiempo desde la administracidn en que ocurre el mdximo valor de PID. El %Area es el drea
bajo Ia curva temporal del efecto observado dividido por el maximo valor alcanzable de area en la
escala. Si algiin paciente solicitara abandonar el estudio antes de una hora, todas sus evaluaciones
de alivio de dolor anteriores, no serian consideradas en el modelaje. Por otra parte, si algiun
paciente requiriera analgesia adicional después de la primera hora, ésta seria proporcionada ¥ los
datos se incluirfan en el anélisis fijando sus mediciones de alivio en cero v la intensidad de dolor

igual a! valor basal, durante el resto del periodo de observacidn (datos censurados).

Modelo logistico para la evaluacion de la eficacia analgésica.

Se empled el enfoque sugerido por Laska er 4l [1991] para analizar v sumarizar los datos de
tiempo de iniclo {(onser), finalizacidén (offser) v duracion del efecto. El punto de inicio se defimid
como el tiempo necesario para alcanzar un alivio del dolor significativo (nivel 2 en la escala de G a
4). Una vez alcanzado el maximo efecto en el alivio del dolor, el momento en el cual el paciente
indicara una disminucidn cualquiera desde ese mivel de efecte se definid como punro de
finalizacién. La diferencia entre ambos puntos establece la duracién del efecto analgésico. El
analisis estadistico de las variables subjetivas de inicio, finalizacién v duracién se basé en un
modelo bivariado de cura [Siegel et al., 1989]. Este modelo considera la posibilidad de que no
todos los pacientes responderdn a un tratamiento y que en aquellos que responden, el efecto del
farmaco no desaparecera, es decir parecerian estar "curados”, sin requerir redosificacién. Para
derivar estimados significativos de inicio, finalizacion y duracidn de accion, los resultados de los
casos anteriores necesitan ser tratados de manera diferente de aquellos pacientes donde claramente
hay un inicio v un final del efecto. El modelo de cura toma en consideracion estas diferencias v

puede expresarse como:
H() = P(parametro>1) = (1 p) + p SO)wriivcernvennes (1)

Donde H{t) es la distribucién de probabilidad de sobrevivencia de Jas variables observadas; p es la
proporcién de pacientes que responden de manera normal al evento (vgr. tener un inicio de

accién), v S(t) es la distribucidn condicional de sobrevivencia que representa la probabilidad de

[$)Y
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que el evento (inicio o final del efecto) ocurra después de un tiempo determinado t, dado que

finalmente ha de ocurrir.

Debido a la naturaleza no-paramétrica de las escalas de medicién empleadas, p y S(t) se estimaron
con un analisis tipo Kaplan-Meiers al limite [Bland, 1987]. Todas estas probabilidades se
modelaron estadisticamente a una distribucién logistica. Aplicando el modelo anterior también
fue posible estimar las distribuciones de probabilidad de obtener una respuesta deseada. La

respuesta deseada fue considerada a tres niveles: alivio moderade, suficiente y total.

RESULTADOS

Biodisponibilidad. La Figura 1A muestra los niveles plasmaticos obtenidos despues de la
administracién de 30 mg i.m. de KT en los 22 pacientes que completaron el estudio. El firmaco
se absorbid rapidamente, alcanzando una Cmax de 3.27 + 0.32 pug/mL (media * error estindar)
en 0.57  0.06 h. E1 ABC fue de 9.45 + 0.74 pug - h/mL. Los resultados muestran que hay un claro
retraso entre ¢} tiempo para alcanzar la concentracién maxima y el tiempo para alcanzar el

maximo efecto (Figura I-1C).

Evaluacidn Analgésica. Vienticuatro pacientes participaron en el estudio No hubo diferencia
estadisticamente significativa entre la percepcién (p>0.05) en la percepcion inicial del dolor o en
la evolucién del dolor respecto del género, el peso o la talla. De los pacientes estudiados, 66%
reportaron iucialmente un dolor muy severo, mientras que el restante 34% se quejo de un dolor

inicial severo.

Une de los paci-ates no percibié ningtn alivio del dolor durante la primera hora y fue reurado
del estudio. Otro paciente reporté un alivio moderado durante la primera hora. Sin embargo.
como este alivio no mostré mayor evolucién, el paciente solicitd salir del estudio antes dos horas
después de la administracién del KT, Los restantes 22 pacientes alcanzaron al menos un nivel de
alivio suficiente durante el periodo de observacién de 6 horas. aunque 13 de ellos reportaron un

alivio completo.
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Figura I1. Curso temporal de las concentraciones plasmdticas promedio (A),
evalnacion de la mtensidad del dolor (B} y evaluacion del alivwo del dolor
observados después de la admmusnitracion de 30 mg 1.m. de ketorolac en pacientes
con dolor postoperatorio severo o mnmy severo. Los resultados se expresan como la

media {+ errvor estandar), de los 22 pacientes que completaron el estid:o.

Los parametros derivados que describen la respuesta analgésica s muestran en la Tabla I-2. Los
cursos temporales de Ja mntensidad y el alivio del dolor se muestran en las Figuras I-1B y I.1C. E}
alivio del dolor se incrementé lentamente alcanzando un maximo hacia las 3 h, no obstante este

maximo efecto se mantuvo por el resto del periodo de observacién.

Las dos variables sumadas de la respuesta analgésica, SPID v TOTPAR, mostraron un estrecha

relacién sugiriendo que el sistema de evaluacidn era confiable. La observacion directa mostro que

[9 ¢
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el maximo nivel de alivio de dcolor se habia alcanzado ya a los 240 munutos (Figura I-1C). El
analisis probabilistico mostré que el tiempo promedio requerido para alcanzar el maximo alivio
de dclor fue de 198 minutes (Tabla 12) No obstante el tiempo requerido para al maximo alivie,
el % de pico fue elevado (65%). De hecho, la evaluacién global por el paciente reflejé que esta

dosis de KT proveé una muy buena terapia.

Tabla I-2. Pavametros de la eficacia analgésica observados en pacientes
con dolor postoperatovie severo 0 muy severa que respondweron a la
admumisiracion de 30 mg de trometamina de ketorolac.

Parametro Valor
Intensidad basal del dolor 3.7
SPID 15.0
TOTPAR 16.3
% de Pico 68.0
Tiempo al pico 198.0
Evaluacién global de la terapia 2.8

Los daros se presentan como los valores promedio de 22 pacientes gue
completaron el estudio

La Figura I-2 muestra las distribuciones de probabilidad para los eventos, alivio moderado,
suficiente y completo estimados con el modelo de cura en los 24 pacientes. 23 pacientes
alcanzaron al menos un alivio moderado durante la primera hora. El analisis de las curvas de
probabilidad en el nempo (Figura [-2), revelaron que de los 24 pacientes iniciales, 25% obtuvieron
un alivio moderade 7 minutos después de la administracién del KT, 50% a los 11, 75% a los 29 v
95% a los 60 minuros Se alcanzé un alivio suficiente en 25, 50 v 75% de los 24 pacientes, 1.1, 1.8
v 2.7 n después de la administracion del KT, respectivamente. El alivio completo del dolor se
obtuvo en 25% de ios 24 pacientes iniclales en 2.6 h v cuando mas en 5C% de los pacientes en 37
horas.

Efectos Adversos. Sels pacientes reportaron espontaneamente nausea después del tratamiento con

30 mg de ketorolac. N eporte -a reaccton adver
30 mg .m. de ketorolac. No se reporto ninguna otra reaccion adversa
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Figura I-2. Curvas del modelo probabilfstico de cura para ia obtencion de un nivel
predeterminado de alivio del dolor (moderado, suficiente y completo) en funcin del
tiempo en 24 pacientes tratados con 30 mg 1.m. de ketorolac.

DISCUSION

En este estudio se analizd la eficacia analgésica del KT y su biodispon:bilidad después de una dosis
de 3C mg 1.m. en una poblacidn de 24 pacientes procedentes de diverzas cirugias mayores. Aungue
una elevada proporcion de estos pacientes reportd unz intensidad de dolor inicial muy severa, en
la mayoria de los casos se observd un alivio significativo durante 'a primera hora posterior a la
administracion del analgésico. Ambas variables, alivio del dolor y diferencias en la intensidad del
dolor, se incrementaron posteriormeﬁte de manera gradual hasta alcanzar al menos un grado de
alivio superior al nivel 3 (suficiente). Estas observaciones iniciales confirman la adecuada eficacia
amalgésica del KT reportada previamente en poblaciones similares de pacientes [McQuay et

1986; Morrow et l, 1993].
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Ahora bien, esta evolucién no parece ser influida por la naturaleza de la intervencién quirdrgica,
pues los pacientes lo mismo procedian de operaciones ortopédicas que de cirugfa general. En todo
o g : :
caso, el criterio general era que la operacién fuera mayor, es decir, aquellos casos donde el riesgo
de un estimulo nociceptivo intenso condiciona un reporte de dolor inicial severo, no importando
la zona del cuerpo que se vea afectada. Este punto cobra relevancia cuando se analiza el retardo

entre el efecto v las concentraciones plasmdricas como se discute mas adelante.

Por otra parte, debido al componente psicoldégico presente en el sindrome doloroso, algunos
autores han sefialado diferencias debidas al género en el comportamiento de respuesta al trauma
quirdrgico [Karlson et af, 1997]. Estas diferencias en la percepcion del dolor, v en la respuesta a
la terapia, pueden estar influidas por el papel que desempefian en la sociedad los hombres y las
mujeres, ademas de los factores diferenciales meramente fisiolégicos o bien, el cumplimiento
terapéutico del paciente [Myles, 1997; Weir, 1996]. En nuestro estudio, los resuitados indican
que existe una minima diferencia en la percepcidn del dolor, pero ésta solo se manifiesta en el
punto inicial de observacién, ya que luego de la administracién del KT la evolucion del alivio

del dolor es similar en ambos géneros.

A pesar de la alta proporcién de respuestas positivas a la terapia con KT, hubo dos pacientes
considerados como falla terapéutica. El primer caso, una paciente de 45 afios, sometida a una
artroplastia solicitd salir del estudio argumentando carencia total de alivio antes de una hora. El
segundo caso, otra mujer de 38 2fios procedente de una histerectomia pidio ser remedicada v
ello la inhabilitd para ser incluida en el estudio. En este ltimo caso, la evaluacion de alivio al
punto de una hora indicaba el minimo nive] de alivio (1). Cabe mencionar que algunos
investigadores como Rice et al, [1991] y Fineschi et a/, [1997], han descrito que el tiempo de

inicio de efecto del KT es inferior o 1gual a 60 minutos.

Desde la perspectiva farmacocinética, al evaluar en los dos casos anteriores los niveles
persp

plasméticos del KT. fue evidente que éstos se hallaban significaiivamente por debajo del

promedio de los otros 22 pacientes en el punto de observacion de una hora, Lo anterior

sugeriria algun problema de absorcién del analgésico que entonees no fue biodispormible para
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ejercer su efecto en estos pacientes. No obstanrte, no deberia ser descartada la posibilidad de que
el efecto se hubtera retardado ain mas en esas pacientes y que, en todo caso, el periodo de
observacion deberfa haber sido mas amplio, aunque ello implicaria otras consideraciones de

1ipo ético.

Las situaciones anteriores son parte de los problemas inherentes a los estudios de analgesia
donde los resultados de la eficacia, vistos desde una perspectiva predictiva, podrian ser sesgados
negatvamente. Para corregir este tipo de datos Laska er 2/, [1991] han sugerido analizar las
propiedades de inicio de efecto y duracién de un analgésico con modelos bivariades de cura. los
cuales consideran tanto las distribuciones de probabilidad acumulada (los resultados
observados), como las de sobrevivencia (datos censurados o incompletos). Nosotros empleamos
un enfoque similar pero con un modelo de anélisis no paramétrico Kaplan-Meiers al limite para
datos censurados. Los resultados obtenidos con dicho analisis indicaron que es posible anticipar
que el dolor severo o muy severo pricticamente evolucionari en todos los pacientes de esta
poblacion hasta un nivel de alivio de dolor moderado antes de una hora; también, que tal alivio
evolucionara hasta un nive] adecuado antes de 3 horas v que, finalmente, perdurard por al

menos 5 horas.

Estas observaciones también aplican para el nivel de alivio de dolor suficiente, aunque en este
caso la mayoria de los pacientes alcanzan tal efecto en poco menos de tres horas. Sin embargo,
es evidente que el alivio total no se puede alcanzar en todos los pacientes; es decir, existe una
probabilidad miéxima (<72 %) de que se logre la eliminacién completa de la sensacién
dolorosa. Este perfil de eficacia analgésica fue observado en otro estudio donde el ketorolac
alcanza su maximo efecto entre 3 v 4 horas después de la adminisrracidn, y el efecto perdura al
menos por 6 horas [Fineschi er 2/, 1997]. En otro trabajo el kerorclac, 3¢ mg i.m., demostré
tener un tiempo de latencia (8 min para el 25% de la poblacién y 26 min para el 5C %) inferior
al de morfina 13 mg 1.m.; ademds, el tiempo transcurrido antes de administrar la siguiente dosis
fue superior a 13 horas [Rice et ], 1991].

Aunque podria sefialarse que la notable eficacia analgésica que nosotros observamos

corresponde con una poblacidn altamente respondedora al KT. Sin embarge, Bartfield ez 4/,

A
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[1994] informaron que en una poblacién heterogénea, abierta, de 445 pacientes que presentaban
dolor agudo, el 84 % alcanzé un alivio significativo con la misma dosis de KT que nosotros

empleamos (3C mg).

Por otra parte, el ketorolac administrado i.m. fue bien tolerado, lo cual es congruente con lo
reportado anteriormente [Bartfield er 2/, 1994]. Sin embargo, el uso de dosis superiores (> 60
mg) en pacientes postoperatorios, ha sido asociado con casos de eventos adversos serios, tal
como falla renal aguda [Flores-Murrieta y Granados-Soto, 1996; Quan y Kayser, 1994; Boras-
Uber, 1992]. El ketorolac (30 mg) proporciond una buena respuesta analgésica en la mayoria de
los pacienzes. Por ello, no se recomienda el uso inicial de dosis superiores, debido al elevado

riesgo de eventos adversos.

'Otro de los objetivos de este estudio fue evaluar la posible relacion entre la faramacocinética y
la farmacodinamia del AINE en este tipo de pacientes. El ketorolac se absorbié rapidamente
después de la administracién intramuscular. Las concentraciones plasmaticas obtenidas fueron
similares a las reportadas en otras poblaciones [Jung et a/, 1989; Mroszczak et al, 1985]. Estos
resultados sugieren que la farmacocinética del KT no exhibe una variabilidad interéinica.
Como en otros estudios, se observd un considerable retraso entre la analgesia v las
concentraciones plasmaticas del ketorolac [Flores-Murrieta y Granados-Soto. 1996: Gillis y
Brogden, 1997]. Por ello, no fue posible establecer una relacién entre la farmacocinénica y la
farmacodinamia del KT. Se ha propuesto gue este retraso sea debido a una lenta transferencia

desde la circulacidn hacia su sitio de accion [Mandema y Stansk:, 1996].

Sin embargo, también se ha propuesto que el retraso en el efecto de los AINEs respecto a su
aparicién en la circulacién se deba a los mecanismos de accién de estos farmacos [Garg y Jusko,
1994, Flores-Murrieta er af, 1998]. Es decir, la analgesia no se produce por una interaccion
dirceta firmaco-receptor, sino por la activacidn de una cascada de eventos desencadenados por
la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas. En ese sentido. el retraso puede explicarse por ha
severidad del estimulo nocivo. En los pacientes postoperatorios, sometidos a un estimulo

nociva severo, hav muv importante produccion de prostaglandinas voootros mediadores
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nociceptivos [Dickenson, 1996]. La inhibicién de la sintesis de prostaglandinas por el KT,
evitaria una produccién adicional de prostaglandinas. Entonces, el alivio del dolor requeriria la

degradacién de las prostaglandinas va formadas, explicando la aparicion gradual de la analgesia.

Por tanto, debido a que la diferencia en los cursos temporales de la concentracion plasmatica y
el efecto analgésico fue considerable, es posible sugerir que el retraso se debe tanto a una lenta
transferencia del farmaco hacia su sitio (s) de accidn, asi como al mecanismo (s) de accién del
ketorolac. Se requieren estudios adicionales para determinar la verdadera relacion emtre la
farmacocinética y la farmacodinamia del ketorolac en dolor postoperatorio. Es decir, de
acuerdo con los resultados aqui presentados, se demuestra claramente que el efecto analgésico
del ketorolac en dolor postoperatorio no puede ser predicho puramente con la informacion

farmacocinética.

L

En conclusién, después de la administracion intramuscular de 30 mg de trometamina de KT a
pacientes con dolor postoperatorio severo, el analisis probabilistico predijo un tiempo de efecto
(p > C.9) de 60 minutos, con probabilidad maxima de alcanzar el alivio total del 72 %. Por lo
tanto, no se justifica el empleo de dosis superiores a 30 mg o bien la remedicacion antes de una

hora ya que esto sélo eleva la probabilidad de efectos adversos, sin aumentar la probabilidad de

un mavor efecto analgésico.

YA

)1
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CAPITULO IL INFLUENCIA DEL GENERO EN LA FARMACOCINETICA DEL
TOLMETIN EN RATAS.

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue investigar las diferencias farmacocinéticas debidas al género en el
tolmetin, un potente farmaco anti-inflamatorio no esteroidal. Ratas Wistar macho y hembra
recibieron tolmetin por via oral a dos niveles de dosis, 3.2 y 10 mg/kg. Después de la administracién
del firmaco y a ciertos tiempos seleccionados, se tomaron muestras sanguineas y se determiné la
concentracién de tolmetin en sangre total. El tolmetin se absorbié rapidamente en todos los casos.
La C_, se incremento con Ja dosis, pero fue similar en ambos géneros. Sin embargo, la vida media
del tolmetin se incrementé significativamente en hembras comparadas con machos. Como un
resuitado de la vida media mas prolongada, el drea bajo la curva temporal de concentraciones fue
significativamente mas alta en hembras que en machos. La depuracién de tolmetin se redujo
significativamente en hembras. Los resultados del presente estudio, sugieren que las diferencias en la
farmacocinética de tolmetin se deben a que la eliminacién del firmaco parece estar disminuida en las
ratas hembras comparadas con los machos. Por tanto, la existencia de diferencias en la
farmacocinética de tolmetin debidas al género en otras especies incluyendo a los humanos, requiere

de una futura investigacion mas profunda.

INTRODUCCION

El tolmetin es un firmaco anu-inflamatorio no esteroidal, el cual exhibe una analgesia considerable v
buena eficacia anti-inflamatoria y antipirética en modelos experimentales [Flores-Acevedo et af, 1995
Wong e af, 1973]. El tolmetin también ha probado ser efectivo en el tratamiento de artnius
reumatoide en humanos [Berkowitz @ a/, 1974; Furst ez 4, 1983], sin que existan: referencias en la
literatura acerca de diferencias debidas al género sobre su farmacocinética, o sobre sus efectos
farmacologicos.

Existe evidencia de que el género puede jugar un papel importante en la farmacocinética de varios
firmacos. A principios de los 30’s, se reportd que podrian existir diferencias debidas al género, en la
manera en la cual los animales metabolizan a los xenobioticos [Holck ez &, 1937: Nicholas v Banon,
1934]. Desde entonces. un importante namero de estudios han documentade diferencias en la

cindtica de farmacos entre hembras v machos, tanto en ammales como en humanos [Bonate, 1991:
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Harris er al, 1995; Thurman y Hompesch, 1998]. De esta manera, se han reportado diferencias e
velocidad v duracién de la absorcidn de varios farmacos, aunque en general la relevancia clinic:
esas diferencias es minima. Sin embargo, las diferencias en la biodisporubilidad oral s1 parecen se
alguna consideracién, y casi siempre estin relacionadas a diferencias en la actividad de enz:
metabolizadoras hepaticas e intestinales [Beierle & 4/, 1999].

También, se han descrito diferencias en la distribucién de farmacos. Estas podrian ser causadas
diferencias en la composicién corporal de machos y hembras, y/o cambios fisiologicos en el ¢
menstrual, ast como por diferencias en la unién a proteinas plasmaricas, secundarias a la activi

hormonal [Roskos v Boudinot, 199¢; Thurman y Hompesch, 1998].

Por otra parte, se han identificado diferencias por género, frecuentes y clinicamente relevantes. en
procesos de eliminacidn, lo cual estd estrechamente vinculado a la expresién diferencial v gen:
especifica de los sistemas enzimaticos metabolizadores, tal como el CYP3A4 v el CYP1A2 [Waxn

1988; Beierle er 4/, 1999].

En particular, observaciones preliminares realizadas por nuestro grupo sugirieron que exi:
diferencias en la farmacocinética del tolmetin debidas a genero [Granados-Soto, er 4/, ¥
Entonces, y puesto que el tolmetin se emplea actualmente en la terapéutica [Insel, 19
consideramos de interés extender nuestras observaciones sobre el efecto del género en
Tarmacocinética de este fArmaco. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue compara
cinética del tolmetin, después de una administracién oral de tolmetin a dos diferentes dosis, en r:

hembras y machos.

OBJETIVO
Debido a las descripciones de diferencias entre género en la farmacocinética v la respuc
farmacologica, se pretende definir la mejor opcién, entre machos o hembras, en cuanto al tipo

animales 2 emplear en los protocolos caperimentales.

HIPOTESIS

Existen diferencias en la farmacocinética del tolmetin en ratas, administrado por via oral, debida

genero
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MATERIAL Y METODOS

Animales

En nuestro estudio se usaron ratas Wistar macho y hembra de 150-200 g de peso. El alimento fue
retirado 12 horas antes de la iniciacién del experimento, pero se permitio a los animales libre acceso

de agua.

Farmacos y reactivos

El tolmetin fue generosamente donado por Laboratorios Cilag S.A. (México, D.F). La trometamina
de ketorolac (usado como estindar interno) se obtuvo de Laboratorios Roche-Symtex (México, D.F).
El acetonitrilo, de grado cromatografico, se obtuvo de E. Merck (Darmstadt, Alemania). Todos los
demés reactivos fueron de grado analitico. El agua empleada para preparar las soluciones fue
obtenida usando un sistema Milli-Q Reagent Warter System (Continental Water Svstems, El Paso,
TX, USA).

Determinacion de las concentraciones sanguineas de tolmetin

Las ratas fueron ligeramente anestesiadas con éter etilico. Entonces, se implanto quirlirgicamente un
catéter de polictileno (una combinacién de un PE-10 de didmetro interno de 0.28 mm y un diametro
externo de 0.61 mmy PE-50 un didmetro interno de 0.58 mm y un didmetro externo de C.96 mm.,
Clay Adams, Parsippany, NJ, USA} dentro de la arteria caudal para la recoleccion de muestras
sanguineas, tal como fue previamente reportado [Granados-Soto ez &, 1995b]. La concentracion de
tolmetin en muestras de sangre total se determind por cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR), usando ketorolac como estandar interno, empleando el método descrito por Flores-

Acevedo e af, [1995].

Disefto del Estudio

Se formaron aleatoriamente cuatro grupos de 6 ratas cada uno (2 grupos de ratas machos v 2 de
ratas hembras). Las ratas de los primeros grupo recibieron una dosis de 3.2 mg/kg. Las ratas de los
siguientes grupos recibieron la dosis de 10 mg/kg. El tolmetin fue disuelio en solucion salina v
administrado por via oral.. Se tomaron mwuestras sanguineas de 10T a 15C gl a C. 5, 13, 15, 26, 33, 45,
60. 120. 18C, 240, 30C y360 minutos después de la adnunistracion del farmaco. Las muestras

sanouineas fueron coneeladas v almacenadas 2 =70 ©C hasta su anakisis
bel o .
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dosis fueron seleccionadas como ha sido previamente reportado, ya que estas producen un efe
antinociceptivo significativo [Flores-Acevedo e al, 1995).

Se observé que la vida media del tolmetin fue aproximadamente dos veces mayor en hembras que
rmachos. Como consecuencia de esa vida media prolongada, los valores de ABC en hembras fuer
mas altos en hembras que en machos. La depuracién del tolmetin fue significativamente mas baja
hembras que en machos. Estos resultados sugieren que la climinacién del tolmetin puede es
reducida en Jas hembras con respecto a los machos. Por otra parte, el hecho de que no se observar
diferencias significativas en la vida media, ni en la depuracién entre las dosts a traves de un misr
género, sugicre que la eliminacién del tolmetin en ambos hembras y machos es lineal en este nivel
dosis. Aunque la informacién generada en este trabajo es insuficiente sefialar el nivel del dafic
diferencia en el mecanismo de eliminacién del tolmetin, puede especularse que este sea a n
genético. De hecho, es bien conocido que la actividad del citocromo P45C es mayor en machos ¢
enhembras [Kato v Yamazoe, 1992]. Ademds, la presencia de formas especificas del género

citocromo P4350 en ratas, referidas como P450-macho y P45C-hembras, ha sido reportado en la
[Ryan, & 4, 1984]. El citocromo P450 estd involucrado en la biotransformacién del tolmetin a
metabolitos hidroxilados y carboxilados [Insel, 1995). Por lo que es probable que las diferenc
farmacocinéticas relacionadas al género observadas en la rata sean debidas a variaciones en
actividad de las isoformas del citocromo P450. Nuestros resultados sugieren que no existe diferenc
en la absorcién del tolmetin relacionadas al género, puesto que no existieron diferencias significatn
entre hembras y machos en los parametros C_, oent,,.

Los presentes resultados confirman evidencias preliminares sobre la existencia de diferenc
relacionadas al género en la eliminacién del tolmetin, al menos en la rata. Resta por ser investigado
estos resultados pueden ser extrapolados a otras especies, v son relevantes terapéuticamente para
caso de los humanos. Se ha sefialado que los resultados de estudios en donde se propon
diferencias relacionadas al género en animales no deben ser directamente extrapoladas al hurmano,
que el grado de tales diferencias puede variar entre especies [Harris er 4, 1995]. Nosotros estamos

acuerdo con esta consideracién. Los estudios en animales deben ser usados para ilustrar el hecho

que diferencias significativas en la disponibilidad farmaco pueden ocurrir en mamiferos y estmu
futuras investigaciones de ciertos firmacos particulares en humanos. En vista de que los resultad
aqui presentados, parece ser de interés examinar comparativamente la farmacocinética del tolme

en hombres v mujeres. En todo caso, las diferencias halladas en este trabajo, permiten reconocer g
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no se puede analizar de manera intercambiable la informacién FC o FD proveniente de ambos

géneros, por ello se tomo la decision de emplear solo ratas Wistar macho en futuros estudios.
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CAPITULOQO III. INFLUENCIA DE LA HIPOALBUMINEMIA EXPERIMENTAL
MODERADA SOBRE LA TUNION A PROTEINAS
PLASMATICAS Iz Vivo DEL TOLMETIN.

RESUMEN

Diversas patologias que afectan el funcionamiento hepatico, renal y aun la desnutricion grave,
provocan una drastica disminucién en los niveles circulantes de albimina (ALB) en el torrente
sanguineo. Estas modificaciones pueden traducirse en cambios en las caracierisiicas (grado y/o
afinidad) de unién a proteinas plasmdticas. Lo anterior, a su vez puede influir sobre la accion de
los farmacos antiinflamatorios (farmacocinética o farmacodindmicamente). Por tanto, el objetivo
del presente estudio fue caracterizar la influencia de los cambios en la concentracion de protenas
plasmaticas sobre las propiedades de unién del tolmetin. En este trabajo se uulizd un
procedimiento de plasmaféresis (-PLF-, 10 ml/kg x n=>5; durante 16 b} en ratas Wistar macho
para producir un cuadro de hipoalbuminemiz moderada. En podes de plasma de rata sin
manipulacién se caracierizaron las propiedades de unién del tolmetin. De manera independiente,
se modelé el tipo de unién del tolmetn en muestras plasmaticas procedentes de cursos
temporales de dosis crecientes del antiinflamatorio (10, 56 y 100 mg/kg po). Con el modelo
generado se evalué la influencia de la hipoalbuminemuia sobre las propiedades de unién del AINE,
después de la administracién de una dosis oral de 100 mg/kg. Lo anterior se realizé al comparar
observaciones generadas en cursos temporales de concentracién libre contra las predicciones del
modelo. La disminucién significativa en la concentracién de albimina después de la PLF (>25%)
se tradujo en cambios no solo en ¢l grado de union (Ja unién se voivid dependiente de la
concentracién), sino también en la afinidad de la albimina por el tolmetin {Ja constante de
asociacién disminuvd seis veces su valor). La relevancia de estos cambios sobre la farmacocinética

v/ 0 el efecto antiinflamatorio del tolmetin queda por ser estudiada.
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INTRODUCCION

Ia hipoalbuminemia es una manifestacién clinica relativamente comnin a roda una diversidad de
estados patoldgicos como cirrosis hepitica, el sindrome nefrético, enfermedades digestivas, largos
perfodos de ayuno, asi como estadios prolongados de fase de recuperacion postquirirgica [Tozer,
1984, Zini et 21, 1990]. En el ser humano, los niveles normales de albiimina varian de 4C a 75 g/L,
mientras que en ratas este rango es de 30 a 8C g/L [Tozer, 1984; Matsuzawa et al, 193] La
hipoalbuminemia, se caracteriza por una disminucién superior al 25% de los niveles circulantes
de albimina plasmarica. Esta reduccién parece ser causada por un incremento en la permeabilidad
capilar v una pérdida en la capacidad compensatoria de sintesis de la proteina de novo en el
higado. La trascendencia de estos cambios puede apreciarse dado que la albumina contnbuye de
manera significativa a la presién oncética del plasma, ademas es la prinaipal proteina de union y

transporte de diversos aniones organicos tanto enddgenos como exogenos [Guyton y Hall, 1998].

Diversos reportes sugieren que los cambios en la umidn a las proteinas pueden alterar la
disposicién (y quizas el efecto farmacoldgico) de los farmacos, sobre todo de aquellos que se unen
fuertemente a las proteinas plasmdticas tal como la mayoria de los antiinflamarorios no
esteroidales. De hecho, se asume que solo el farmaco libre esti disponible para difundir a través
del endotelio y otras barreras bioldgicas, v producir un efecto farmacolégico en el sitio de accién
en tejidos extravasculares, Esto ha sido demostrado explicitamente en el caso de las sulfonamidas
y otros antibidticos [Craig v Kunin, 1976], fenitoina [Kodama et 4, 1998, warfarina [Yacob: v
Levy, 1977, Peterson y Kwaan, 1986], v propranolol [Piquette-Miller v Jamali, 1995]. Sin
embargo, otros autores sugleren que si bien la alteracion de la unidn a proteinas puede modificar
algunas caracteristicas farmacocinéticas, estos cambios no son lo suficientemente importantes

para alterar la respuesta farmacoldgica [Du Souich et &/, 1993].

En particular, en el caso de los AINEs mientras una disminucién de ia fraccién unida de .99 a
.98 puede parecer trivial a primera vista, este cambio repi..enta un incremento al doble en la
fraccidn libre, lo que podria ser clinicamente importante. Lo anterior cobra relevancia desde el
punto de vista de las interacciones, ya que ha demostrado que ¢l naproxen, v el tolmetn, entre
otros AINEs son capaces de desplazar de sus sitios de unién sobre la albimina a farmacos

potencialmente téxicos como la warfarina [Chan, 1995; Dasgupta y Volk, 1996 1.
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Clinicamente, la determinacién de la concentracién libre deberia ser empleada cuando fa umén a
, , : : , :
proteinas plasmaticas es dependiente de las concentraciones del firmaco por encima del rango
terapéutico, cuando se conoce alguna interaccién a nivel de la unién a proteinas, o bajo un estado
de enfermedad que donde se conozca que existe una alteracién en la unién a las proteinas [Wright
et al, 1996]. No obstante que, muchos de los AINEs después de dosis clinicamente efectivas no
alcanzan esas concentraciones, en el caso del naproxén y del tolmetin, se ha reportado que la
fraccién libre varia por factores de 6y 2, respectivamente, a lo largo del rango terapéutico [Borga
v Borgd, 1997]. Mas atn, Pritchard et 4/, [1984], reportaron que en pacientes urémuicos, la fraccion
libre del tolmetin se incrementd de 2 a 15 veces. La razén de este incremento, sugieren los
b

investigadores, se debié a una modificacién en la constante de disociacion.

Por todo lo mencionado anteriormente, en este trabajo se midi6 y caracterizé la fraccion libre del
tolmetin en estadios fisiopatolégicos que conduzean a una modificacién de la unién, sea en la

magnitud o en los pardmetros que la determinan.

OBJETIVO
Evaluar la influencia de un estado de hipoalbuminemia moderado scobre los pardmetros de union

del tolmetin a las proteinas plasmaticas.

HIPOTESIS
La hipoalbuminemia moderada en ratas, inducida por un procedimiento expenmental de

plasmaféresis, modifica los parametros de unién del tolmetin a las proteinas plasmaticas

MATERIAL Y METODOS

Animales.

Se emplearon raras Wistar macho de 6 a 7 semanas de edad, con peso entre 200y 250 g, las cuales
se obtuvicron del bioterio del Departamento de Farmacologia y Toxicologia del CINVESTAV-
IPN. Los animales tuvieron libre acceso a comida y agua, hasta 12 h previas al mcio de los
expermentos. Los protocolos del estudio fueron disefiados siguiendo las recomendaciones del
comité de ética e investigacién del CINVESTAV-IPN para el uso v cudado de ammules de
experimentacién. Las ratas se anestesiaron con vapares de éier etilico v se implantaron catcteres
de polictileno {una combinacién de PE-12 v PE-5Z, con didmetro merno de £ 28 v 838 mm,

respectivamentel, en la arterta v vena caudals Los catéteres se llenaron con una solucion salima
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heparinizada (26 Ul/mL) para prevenir la coagulacién. Después del procedimiento quirurgico, las

ratas se colocaron en cajas individuales.

Indyccion del estado bipoalbvranémico.

Se emple6 un procedimuento de plasmaféresis (PLF), para producir un cuadro de
hipoalbuminemia moderada. Este procedimiento consistié en extraer sangre (10 ml/kg x 5,
durante 16 h) de la arteria caudal y centrifugarla a 2500 rpm. El plasma se desechd y se reemplazo
volumen 2 volumen con una solucién Ringer-Lactato (Laboratonios Abbot, Mexico D.F.). El
paquete sanguineo mas el Ringer se reinfundieron lemtamente. Se desarrollé una bareria de
pruebas de la actividad hepitica y renal para evaluar la mocuidad del procedimiento de
plasmaféresis. Se evaluaron las concentraciones de albimina plasmatica por el método de verde de
bromocresol, durante la PLF y las 4 h siguientes (protocolo de farmacocinética). Se considerd
que los ammales presentaban hipoalbuminemia moderada si la concentracion plasmatica de

albimina se habian reducido entre 2Cv 30% respecto a su valor basal,

Diserio expermment.

Los amimales (n=24) se asignaron aleatoriamente en cuatro grupos expertmentales. A las ratas sin
PLF se les retird el alimento 12 h antes de la administracién del farmaco, pero tuwvieron libre
acceso al agua. Estos animales fueron administrados oralmente con tolmetin en dosis de 10, 56 v
13C mg/kg (grupos I a III, respectivamente). Un grupo adicional somerido a PLF, recibid una
dosis oral de tolmetin de 100 mg/kg (grupo IV). El farmaco se administrd en un volumen igual a
4 mL/kg. Se tomaron muestras de sangre arterial de 400 ul (n=8) se tomaron a tiempos
seleccionados (C, C.C83, 0.25, 0.5, 1, 2, 4y 6 h). El mismo volumen que se extrajo de sangre fue
reemplazado con solucidn salina estéril. El plasma se separd por centrifugacién y se congeld (-40

°C), hasta su analisis.

Determinacion de la concentracidn total y libre de rolmetin.

Para caracterizar los parametros de unién a proteinas plasmaticas del tolmetin 7 v, se empled
un poo! de plasma de vartas ratas, sometidas a una manipulacion semejante a la de los grupos
experimentales de farmacocinética, Se prepararon diferentes diluciones de tolmetin en este plasma
(2.5-75C pg/ml, 7.9-2380 M), a partir de una solucion stock de 1 mg/mL. Muestras de 100 pL de
estas diluciones se sometieron a un proceso de ultrafiltracién para obtener la concentracidn libre

de tolmetin. Brevemente, las muestras de plasma se colocaron en un dispositivo Amicon (filtro de
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celulosa regenerada con tamafio de corte de 6000 D). Posteriormente se centrifugaron a
temperatura ambiente a 4500 rpm x 20 minutos. 20 uL del ultrafiltrado se mezclaron con 10 ul.
del E.I. (50 pg/mL) vy se inyectaron 20 uL al sistema cromatografico. La umidn no especifica del
tolmetin al dispositivo de ultrafiltracién se determiné afiadiendo 108 yL de una solucion acuosa
de tolmetin al dispositivo Amicon y sometiendo a un esquema de centrifugacion semejante al de
las muestras plasmaticas. Finalmente, se cuantificé la concentracién del ultrafiltrado y del residuo
sin filtrar. Las mediciones de la concentracion plasmatica total y libre de tolmetin se realizaron
empleando el método de cromatografia liquida previamente reportado por Borgd y Borga [1997],

con algunas modificaciones que se describen en el capitulo IV de esta tesis.

Andlisis de datos
Para caracterizar los pardmetros de unién del tolmetin a las proteinas plasmaticas tanto 72 v

como # uw, se calculd la concentracion de tolmetin uudo:
Cb=Ct-Cu

donde Cb: concentracién de farmace uudo
Ct : concentracion de farmaco total

Cu: concentracién de farmaco Libre

Por otra parte, se calculd la fraccién libre de tolmetin (fe) segan:

Ju=Cu /Ct
En el caso de los pardmetros de unidn, Behm v Wagner [1981] propusieron una serie de
relaciones matematicas para poder estimar la afinidad (vista como kd, constante de disociacion del
. ’ , ’ .. oy . ,
complejo farmaco-proteina,), v el nimero de clases de sitios de union (n), y simultaneamente
evaluar la influencia del cambio en la concentracién de albumina. Estas relaciones se definen

segun las ecuaciones 1a 3

o =N [ALB) Cu
: Z‘ }\O - (:Ll )

T ‘| - I
Cu=a ( r" Iﬂ Q,P - . e - . . \..)
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-
Cu=[Cp-[ALB] (2-Cp+b-Cp’ ]|

Kdi+(a-Cp+b-Cp) ) Kdzf(a-Cp-‘b-Cp:}j

En nuestro estudio, se implementé un modelo de unién siguiendo la ecuacién 3 (Modelo General}
en el programa de regresién no lineal, WinNonlin Professional Edition V. 2.1 (Pharsight
Corporation., Palo Alto, CA, USA), empleando la informacién de concentracion total v libre del
tolmetin, ast como de las mediciones la concentracién de albimina en plasma. Este procedimiento
se realizé con la informacién obtenida del poof de plasma, v el modelo generado se aplico para

predecir la unién del tolmetin en las ratas intactas y las sometidas a PLF.

RESULTADOS

El procedimiento de plasmaféresis indujo una disminucién sostenida de la concentracion de
albiimina desde un nivel basal promedio de 7.4 hasta 6.1 g/dL (una disminucion de 262 % =
4.6%), al cabo de 16 horas (Figura 3-1 arriba). El estadio de hipoalbuminemia se mantuvo por lo
menos durante las siguientes 6 horas (Figura 3-1 abajo), tiempo en el cual se evaluo I
farmacocinética del tolmetin. Cabe mencionar, que el procedimiento de PLF no modifico la
actividad renal (niveles de crearinina, urea), ni la hepética (aminotransferasas y fosfatasa alcaling

datos no mostrados).
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Por otra parte, el ajuste de los datos de concentracién total y libre en pades de plasma cargados
con concentraciones conocidas de tolmetin, empleando la ecuacién 3, permitio obtener los
parametros de urén del AINE que se presentan en la tabla 3-1. Estos parametros se encuentran
en el orden de magnitud y tipo de unién reportados por otros investigadores para el mismo tpo
de experimentos in vitro, con plasma y atn con soluciones de albimina sérica [Borga y Borgi,

1997; Behm y Wagner, 1981].

Tabla 3-1. Pavimeivs de wcn a proteinas plasmdticas del tobmetin v wiro segin
{a ecuacion 3 (uease texto).

ESTIMADO E.E.

N1 025 0.018

N2 251 0.048

Kdi (pM) 9.8 1.85

Kd2 (uM) 202 18

a 25x10%7  37x10°
b 57x10° 63x10°

La representacion grafica del firmaco unido en funcién del farmaco libre, de las observaciones,
asi como de la prediccién del modelo se muestran en la figura 3-2. Puede apreciarse que el

modelo ajusté adecuadamente los datos experimentales.
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Sin embargo, cuando los pardmetros de este modelo se emplearon para predecir la unién 77w,
después de una administracién oral de tolmetin, se observé que las predicciones fueron erroneas,
lo que nos hizo pensar que tal como lo han propuesto diversos autores, las caracteristicas de
unién in vivo, pueden diferir radicalmente de aquellos resultados initro, debido a que factores
tales como el tiempo de equilibrio con el sistema también difieren [Du Souich ez al, 1993]. Por
tanto, se procedid a re-analizar las caracteristicas de la union, empleando en esta ocasion los datos
de los cursos temporales de concentracién total y libre, después de la administracion de dosis

crecientes de tolmetin en ratas intactas, asi como en aquellas sometidas a PLF.

Primeramente, se observé que las dos dosis mas bajas de tolmetin mostraron que la fraccion libre
era aproximadamente constante en este rango de dosis. Sin embargo, en el grupo administrado
con 100 mg/kg fue evidente que habia una sawuracién en la unién dependiente de tiempo (Figura
3-3). Lo anterior sugiere que en dosis eficaces en modelos experimentales (100 mg/kg), el
tolmetin exhibe una cinética de unién a proteinas no lineal. Como era de esperarse, cuando la
concentracién de albiimina disminuyé (grupo de ratas con PLF), la fraccién libre en el grupo de

ratas hipoalbuminémicas se incrementé de manera muy pronunciada e independiente del empo

de muestreo (Figura 3-3).

0 30
—a—— TLM 10 mg:kg
—g— TLM 58 mg/kg
o 25 Lx_x e TLW 100 mg/ka
= . .&--- TLM 100 mg/kg + PLF
020
z X,
£
it -‘-
5 015 I
Q . -
&) v .-
£ o
= o010
0.05 ;_;— T
. . -
000
0 g0 120 180 240 300 380
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Figura 3-3. Curso tempoval de la fraccion libre del tobmesn en vatas sin maupidacion, asi' como
de ratas bupoallnarnwénicas. (los datos se presentan como el prometio de las obseraaciones (n=6/ +
¢l error estandar del promedio. j
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Al analizar esta informacién fue interesante notar que en los datos de union iz vzo ya no fue
necesario un modelo que involucrara dos distintas clases de sitios de unién con diferentes
afinidades. Por tanto, la ecuaciéon 3 se modificé para calcular solo un juego de pardmetros.
Entonces, el modelo de umén generado con los datos de ratas intactas se denommé Modelo 1.

La ecuacion que define a este modelo tiene la forma siguzente:

Oy = ——(L+N K, [ALB]- K, Gp) + {(1 + NK, [ALB]- K, &) +4 K, Cp}'”? ”
2KA .......

Donde N es el numero de sitios de una sola clase, K, es la constante de afinidad y es el inverso de

Kd, Cp es la concentracion total de tolmetin en plasma y [ALB] es la concentracion de albimina

plasmatica.
800
500
E
~
” IS T
I I S
53 300 o .
£ g
T 200
—_ o TiM10mgkg o  TLM36mghg
@]
= 100 TLM 100 rmuvkg . TLM100mEkg < PLF
----- Pred Meodelo T+ PLF Preg Modeio 1
— — — Pred Modelo 2 (PLF)
0
N % 120 150
Tolmetin Libre {ug/mlL)

- - cems e e pes e e een e -

- o " , - -t "',' AR S ol - T - '}' T Tt " Tt M S grTn Ty '; T
Inpealinenimdrucas {los sinlolos son las obsorucurxs promedio + s cnor esténdar, las lneas son las precheaones de los modelos
desarollados - vor texto - )

Los resultados de este nuevo ajuste pernutieron apreciar que la constanie de disociacion (uca en
este modelo i erw es aproximadamente dos veces menor que la obtenida para la clase de suies de

alta afimdad en los experimentos #7 wse. Sinembargo, de nueva cuenta al tratar de simular los
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resultados provenientes del grupo con PLF utilizando el Modelo 1, la diferencia en la
concentracién de albimina parece no ser suficiente para explicar la diferencia en la fraccién libre

observada (Figura 3-4).

Por tanto, fue necesario estimar nuevos parametros para el caso de los datos de unidn en ratas
hipoalbuminémicas (Modelo 2), empleando la misma ecuacion 4. De la comparacion entre los
parimetros obtenidos para el Modelo 2, se evidencié que ademas de la disminucién en la
concentracién de albimina, el incremento en la fraccidn libre en el grupo PLF, puede ser

onginada por una disminucién en la afinidad de la albimina (Tabla 3-2).

Tabla 3-2. Pavamenos de umion a protzinas plasndticas del tobmetin in wno de los modelos 1+ 2, pava vatas practas y

o Fapoalbsranena fuease texto).
Parametro Ratas Intactas Ratas Hipoalbuminemicas
Modelo 1 Modelo 2
Estimado (Error Estindar) Estimado (Error Estandar)
N .98 (0.C5) 1.58 (0.77)
Kd (uM) 21.87 (2.11) 131.58 (38.09)

Finalmente, en la Figura 3-5 se puede apreciar de manera global, el efecto de saturacién a las
proteinas plasmaticas (visto como fraccién libre) que de manera normal presenta c: tolmetin en
dosis terapéuricas, v que es exacerbado cuando el organismo se encuentra en un estado de

hipoalbuminemia.
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|
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Figura 3-5. Fraccin libre como furiain de la concentmacidn total de tolmetin en plasma a lo lavgo del vango
terapéutico sugerido para el AINE (los simbolos son las observaciones prowmedio + s error estindar, Las
Iineas som las predicaomes de los modelos desarvollados - ver wexto - .

DISCUSION

En la circulacién sistémica la mayorfa de los firmacos se encuentran unidos a la alblruna
plasmatica, v aunque es generalmente admitido que solo la fraccidn libre es capaz de ejercer
acciones farmacolégicas [Tozer, 1984; Du Souich @ 4, 1993], la evidencia experimental de las
repercusiones de 1z hipoalbuminemia sobre la farmacocinética y la farmacodinamia de los AINEs
es linurada. Probablemente, lo anterior sea debido a la carencia de modelos experimentales
“limpios” que permitan evaluar los cambios en la concentracién de albimina sin que exista una
patologia subyacente. En este trabajo se utilizé un procedimiento de plasmaféresis para producr
una hipoalbuninemia moderada [Pichette @ a/, 1996]. Este procedimiento consistio en el
recambio de plasma por solucién Ringer y resulté en una disminucién gradual de la concentracion
de albtimina plasmatica que alcanzé significancia después de 12h. Esta disminucién fue superior al
25% (hipoalbuminemia moderada) a las 16 horas. Si no se realiza mingin otro recambio de
plasma, la reduccién de la concentracién de albdmina permanece constante durante ¢l periodo de
6 horas que dura el experimento de farmacocinética. La PLF no provocd pérdida significanva en

el peso de los amimales, ni aleeracién en la funcion renal o hepatica (datos no mostrados)
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Por otra parte, el ajuste de los datos de concentracién total y hibre en poles de plasma cargados
con concentraciones conocidas de tolmetin, empleando la ecuacion 3, permiué obtener los
pardmetros de unién del AINE. Estos parmetros se encuentran en el orden de magnitud y tipo
de unién reportados por otros investigadores para el mismo tpo de experimentos i v, con

plasma v atin con soluciones de albiimina sérica [Borgd y Borgd, 1997; Behm y Wagner, 1981].

Diversos autores han cuestionado la utilidad de los pardmetros de unién que se obtienen de
experimentos # Ui, ya que las condiciones controladas del laboratorio pueden no consideran
diversos otros factores que ocurren v modifica el equilibrio farmaco-proteina inwiw. En efecto, en
este trabajo, los parametros de unidn que se obtuvieron iz i, generaron predicciones erréneas
al pretender predecir la unién # wmo después de la administracién oral de tolmetin.
Probablemente, tal como se han propuesto, las caracteristicas de unién iz wro, pueden diferir
radicalmente de aquellos resultados #2 zarvo, debido a que factores tales como el tiempo de
equilibrio con el sistema también difieren [McElnay v D "Arcy, 1983; Lin et &, 1987].

Al re-analizar las caracteristicas de la unién, empleando en esta ocasién los datos de los cursos
temporales de concentracion total y libre 7 v, se observd que las dos dosis mas bajas de
tolmetin exhibieron una fraccién libre aproximadamente constante. Sin embargo, en el grupo
admimistrado con 100 mg/kg fue evidente que habia una saturacién en la unién dependiente de
tiempo. Esta dosis ha mostrado ser eficaz en modelos experimentales de analgesia en la rata
[Flores-Murrieta er 2/, 1998]. Lo anterior sugiere que en dosis eficaces en modelos experimentales
el tolmetin debe exhibir una cinética de unién a proteinas no lineal. Como era de esperarse,
cuando la concentracién de albumina disminuyd, en el grupo con PLF, la fraccidn libre en el
grupo de ratas hipoalbuminémicas se incrementé de manera muy pronunciada e independiente

del empo de muestreo.

Al analizar esta informacién con un modelo que supone una sola clase de sitios de unién, los
resultados de este nuevo ajuste permitieron apreciar que la constante de disociacidn tmica en este
modelo #2 vro es aproximadamente dos veces menor que la obtenida para la clase de sitios alta
afinidad en los experimentos # wim. Sin embargo, fue necesario desarrollar un modelo adicional
para explicar la diferencia en la fraccién libre observada en el grupo con PLF. De la comparacién
entre estos dos modelos, se propone que ademas de la disminucion de la concentracién de

albtmina, el incremento en la fraccién hibre en el grupo PLF, puede ser originada por una
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disminucién en la afinidad de la albtimina. Este tipo de cambios en las propiedades de unién del
tolmetin se han encontrado en pacientes urémicos, en los que la concentracion de albmina se ve

disminuida [Pritchard er af, 1984].

Durante mucho tiempo se ha asumido que la unién a las proteinas plasmaticas limita el acceso de
los AINEs al espacio intersticial perivascular {Lin e «l, 1987). Esta posibilidad es una
consideracién importante en la terapia dado que la respuesta clinica a los AINEs deberfa
corresponder con las concentraciones dentro del tejido inflamado que a aquellas medidas en el
sistema vascular. Si bien, Levy especuld tedricamente {1976], que incrementos en la unién a
protefnas pueden modificar la intensidad y la duracién de la respuesta, Simkin et ah [1993], han
propuesto que la trascendencia de la unién a protefnas de los AINEs es mas bien limitada ya que
estos farmacos en general tienen elevados grados de unién (>90%), y una vartacién en la union
deberia condudir a incrementos en la vida media de elirmunacién, lo cual no se ha demostrado. En
"nuestro trabajo, un estado de hipoalbuminemia moderado incrementé la fraccion libre del
tolmetin en mas de 500%, provocando ademas cambios en las propiedades de umén del tolmeun.
Ahora bien, La relevancia de estos cambios sobre la farmacocinética y/o el efecto antiinflamatorio

del tolmetin queda por ser estudiada.
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CAPITULO IV. ANALISIS POBLACIONAL DE LA FARMACOCINETICA DEL
TOLMETIN EN RATAS

RESUMEN

Este estudio se disefié para establecer la relacidn # wiw entre la disposicion del tolmetin y los
cambios en su unién a las proteinas plasmaticas. Se administré tolmetin 10, 56 y 100 mg/kg po. 2
ratas Wistar macho de 200-250 g (n=6). En un grupo adicional se utilizé un procedimiento de
plasmaféresis (PLF) para inducir un estado de hipoalbuminemia moderado y posteniormente se
administrd tolmetin po 100 mg/kg. Se determinaron la concentracién plasmatica total y la fraccion
libre () del tolmetin, asi como el nivel de albimina durante un periodo de 6 h después de la
administracién del firmaco. Un modelo abierto de dos compartimentos fue suficiente para describir
las observaciones de las dos dosis mas bajas. Sin embargo, en la dosis superior se observé no
linealidad en e} 4rea bajo la curva normatizada. I.as mediciones de fu en el grupo PLF confirmaron la
saturacién en el mecanismo de eliminacién del tolmetin. Entonces, se desarrolid un modelo
poblacional mas complejo, que incluyé una eliminacion upo Michaelis-Menten para ajustar las
observaciones de todos los grupos, empleando el programa NONMEM. Este modelo considerd que
la absorcién es un proceso de primer orden (Ka), y que la variabilidad interindividual estaba asociada
al volumen aparente de distribucién y a la constante de Michaelis-Menten (Km). Los estumados del
modelo fueron Ka= 0.58 + 0.11 min®, Vd = 0.12 + 0.01 L, Vmax = .63 + 0.22mg - min ", yKm =
342 4+ 147 mg - L. Al uulizar la regresién bayesiana con los parametros poblacionales como
estimados 4 prion, el modelo fue capaz de predecir adecuadamente los cursos temporales individuales

de la concentracién total y libre, tanto en las ratas control como en las hipoalburmnémicas.

INTRODUCCION

El tolmetin [1-metii-(5-p-toluil-)pirrol-2-acido acético], es un farmaco antinflamatorio no esteroidal
(AINE), que se ha empleado durante mucho tiempo en el tratamiento de la artrius reumatoide,
osteoartritis v episodios de gota [Cassidy, 1999 La farmacocinética (FC) del tolmetin en roedores
estd caracterizada por una ripida absorcién después de una dosis oral, ast como de una extensa union
a las protefnas plasmdticas (>90%) [Sabater & a/, 1992]. Se ha reportado una vida miedia cona

(inferior a las 3 horas) v dependiente del género [Granados-Soto er 4, 1996, Jimener or w4l 199] Sm
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embargo, existe controversia acerca de la distribucion de este AINE va que se ha reportado g
dosis inferiores a 10 mg/kg, la farmacocinética puede ser caracterizada con un modelo de
compartimento y eliminacién lineal [Migdalof e af, 1976], mientras que cuando se administré
dosis de 32 mg/kg fue necesario un modelo de dos compartimentos con eliminacion tipo Micha

Menten [Sabater et 2/, 1992; Ayres etal, 1977].

En ese sentido, Grindel et 4/, [1979], reporté un incremento significativo en la depuracién renal
tolmetin y de su principal metabolito oxidado en pacientes artriticos. Estos investigad
propusieron que fue el incremento en el volumen de distnbucién secundario a una disminucion e
uruon a proteinas plasmaticas, la explicacion al incremento en la depuracion. Ademds, ext.
consideraciones tedricas que sugieren que la alteracién en la unidn a proteinas plasmaticas pueder
un factor importante en la determinacién de la farmacocinética v la farmacodinamia de farmacos

elevada afinidad por las proteinas, asi como un radio de extraccién bajo [Mackichan, 1992; Tc
1984]. Finalmente, debe sefialarse que existe poca informacién relativa al modelaje de la influenci:
las alteraciones en la unién a proteinas sobre los pardmetros FC y su variabilidad, asi como la utili

de estos modelos en la prediccidn del curso temporal individual de la concentracién de los farmac

Por ello, el objetivo de este trabajo fue describir la farmacocinética del tolmetin bajo condicic
control, asi como bajo un estado disminuido en la concentracidn de albimina plasma
{(hupoalbuminemia moderada), empleando modelos farmacocinéticos poblacionales. El modelo £
refleja y descnibe la influencia de la unién a protetnas sobre los pardmetros FC del tolmetin y est
la varniabilidad interindividual asociada con esos pardmetros. Ademds confirma que fa FC de! tolm

presenta una saturacién en la eliminacion.

OBJETIVO
Evaluar a traves del enfoque poblacional, la influencia de Ia hipoalbuminemia en la farmacociné

del tolmetin en ratas.

HIPOTESIS
El incremento en la fraccidn libre del tolmetin, subsecuente a un estado de hipoalbumine
moderada, se traduce en cambios en los parametros farmacocinéticos del AINE administrado por

oral.
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MATERIAL Y METODOS

Reactivos |

El tolmetin v la carragenina (fraccién lambda) se compraron a Sigma Chemical Co. (St. Lous, MO,
USA). El ketorolac {-sal de trometamina-), empleado como estandar interno fue gentlmente donado
por Laboratorios Roche-Syntex (México, D.F.). El acetonitrilo, de grado cromatografico, se obtuvo
de E. Merck (Darmstadt, Alemaria). Todos los demas reactivos fueron de grado analitico. El agua
empleada para preparar las soluciones fue obtenida usando un Milli-Q Reagent Water System

(Continental Water Systems, El Paso, TX, US.A.).

Animales

Se emplearon ratas Wistar macho de 6 a 7 semanas de edad, con peso entre 200y 250 g, ias cuales se
obtuvieron del bioterio del Departamento de Farmacologia y Toxicologia del CINVESTAV-IPN.
Los animales se mantuvieron bajo condiciones estindar de laboratorio, con ciclos de luz-obscuridad
de 12 h. Las ratas tuvieron libre acceso a comida y agua, hasta 12 h previas al inicio del protocolo de
farmacocinética. Después del procedimiento quirdrgico, las ratas se colocaron en cajas individuales.
Los protocolos del estudio fueron disefiados siguiendo las recomendaciones del protocolo de

Helsinki para el uso v cuidado de animales de experimentacion,

Procedimientos quiriirgicos

Las ratas se anestesiaron con vapores de éter etilico y se implantaron catéteres de polierleno (una
combimnacién de PE-10 v PE-50, con didmetro interno de 0.28 y 0.58 mm, respectivamente), en la
arteria v vena caudal. Los catéteres se llenaron con una solucion salina heparinizada (26 Ul/mlL)
para prevenir la coagulacion.

La hipoalbuminemia se produjo por un procedimiento de plasmaféresis (PLF). Se extrajo sangre (1C
mi/kg x 5, durante 16 h) de la arteria caudal y se centrifugd a 250C rpm. El plasma se desecho v e
reemplazo volumen a volumen con una solucién Ringer-Lactato (Laboratorios Abbor, Mexico D.F.).
El paquete sanguineo mas el Ringer se reiiuundieron lentamente. Se evaluaron las concentraciones
de albtimina plasmatica por el método de verde de bromocresol, duramte Ja PLF v las 4 I siguientes
(protocolo de farmacocinética). Se considerd que los animales presentaban hipoalbuminemia
moderada si la concentracion plasmauca de albimina se habian reducido al menos un 25% respecto a

su valor basal
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Disefio experimental

Los animales (n=24) se asignaron aleatoriamente en cuatro grupos experimentales. A las raras s
PLF se les renrd el alimento 12 h antes de la administracién del farmaco, pero tuvieron libre acce:
al agua. Estos animales fueron administrados oralmente con tolmetin en dosis de 10, 56 y 100 mg/}
(grupos 1 a III, respectivamente). Un grupo adicional sometido a PLF, recibid una dosis oral «
tolmetin de 1CC mg/kg (grupo IV). El firmaco se admmistro en un volumen igual a 4 mE/kg.
tomaron muestras de sangre arterial de 400 pl. (n=8) a tiempos seleccionados (C, C.083, 0.25, .3,
2, 4y 6 h). El mismo volumen que se extrajo de sangre fue reemplazado con solucién salina estér

El plasma se separ6 por centrifugacidn v se congeld (-40 °C), hasta su analisis.

Determinacion de la concentracién total y libre de tolmetin

La medicién de la concentracidén plasmatica total de tolmetin se realizé empleando el mérodo «
cromatografia liquida previamente reportado por Borgd y Borgd [1997], con algunas modificacione
Brevemente, a las muestras plasmaticas (10 ul) se adicionaron 20 ul de metanol conteniendo
estandar interno (ketorolac) a una concentracion de 52 ug/ml. Esta mezcla se diluvé a 500 pL cc
buffer de fosfatos (pH=7) v se agitd hasta homogenizarse. Posteriormente, se Inyectd una alicuo

de 20 uL al sistema cromatografico.

La fraccidon lbre se obtuvo por ultrafiltracién v la concentracién libre se determiné ps
cromatografia liquida. Brevemente, las muestras de plasma (100 pL) se colocaron en un dispositi=
Amicon (filro de celulosa regenerada con tamafio de corte de 4CCC D). Postertormente

centrifugaron a temperatura ambiente a 4500 rpm x 20 minutos. 2C ul. del ulktrafilirado se mezclarc
con 10 ul. del EL (50 pg/ml} v se inyectaron 20 ul al sistema cromarografico. La unién =
especifica del tolmetin al dispositivo de uitrafiltracién se determiné afiadiendo 10C pL de u
solucion acuosa de tolmetin al dispositivo Amicon y somertiendo a un esquema de cemrifugaci=
semejante al de las muestras plasmaticas. Finalmente, se cuantific la concentracién del ultrafiltram

y del residuo sin filtrar con el método cromatografico descrito anteriormente.

El sistema cromatografico consistié de una bomba Waters 51C (Waters Assoc., Milford, MA, US=
un inyector Rheodyne 77251 con asa de 20 pl. (Cotati, CA, USA), v un detector de longitud de or—
variable Waters 484 fijo a 231 nm. La separacion se realizd sobre una columna Symmaery C,; de =

x 3.9 mm (d.i) y 4 um de tamafio de particula (Waters Assoc., Milford, MA, USA), empleando com
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fase mévil una mezcia de 4cido fosférico 1 mM v acetonitrilo (60:40 v/v}. La fase mévil se mantuve
a un flujo constante de of 1.6 mL/min, y a temperatura ambiente. La sefial mostré linealidad en el
rango de 0.09 - 20 pg/mL. Las muestras que mostraron una sefial mayor al limite superior fueron
convenientemente diluidas. Los coeficientes de variacién intra- en inter- ensayo fueron inferiores al

10y 11 %, respectivamente.

Andlisis de Datos

Los cursos temporales de la concentracion total y libre del farmaco se analizaron con un enfoque
poblacional, empleando el método de primer orden implementado en el programa NONMEM [Beal
y Sheiner, 1992]. Este enfoque hace posible el ajuste stmultineo de los datos de todos los individuos,
describiendo la tendencia media de la poblacién v los perfiles individuales, asf como una estimacion
de la variabilidad inter-individual v del error residual.

La variabilidad inter-individual se ajusté empleando modelos exponenciales. La variabihdad residual
se modelé usando un modelo de coeficientes de variacién constantes para las concentraciones

plasmaéticas de tolmetin.

La seleccion del modelo se basé en el andlisis exploratorio de graficas de bondad de ajuste, realizado
con el programa Xpose [Jonsson y Karlsson, 1999], los estimados de los parametros v sus intervalos
de confianza. El valor minimo de }a funcién objetivo (OBJ} proporcionada por NONMEM tambien
se empled como un criterio de seleccién de modelo. La diferencia en OBJ entre dos modelos
hierdrquicos se distribuye aproximadamente en forma de una chi-cuadrada; se empled un valor de
significancia de p<0.05. Los resultados del analisis de datos se presentan como el valor estimado v
error estandar relativo. Los estimados de la variabilidad inter-individual v de 1a variabilidad residual se

expresan como coeficientes de variacdn (CV, %).

Modelos Farmacocinéticos. Las propiedades de disposicién del tolmetin  se caracterizaron
empleando modelos compartimentales. Se evaluaron diferentes modelos de absorcion, de primer
orden y como una administracién pseudo-intravenosa. Se evalud la posible influencia de la alteracion
de la umén a las proteinas plasmaricas sobre el volumen de distribucion v la depuracion,
considerando la fraccién libre como un predictor de la concentracién libre a partir de

; ’ .
concentracion de albimima.
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RESULTADOS

La representacién grafica del curso temporal de la concentracién plasmatica total (C) del tolmet
(Figura 4-1A) pone de manifiesto que la absorcién del AINE es muy répida, practicamente no h:
pumtos experimentales en esa fase en ninguna de las dosis. Interesantemente, parece haber ur
saturacién en la disposicién del farmaco, va que el pico de concentracion en los grupos [y IV r
guardan correspondencia con el de los grupos 1 v II. Por otra parte, la C decae con una cinéri
aparentemente monoexponencial. La gran diferencia en el pico y el drea bajo la curva de
concentracién libre (Cu) entre los grupos 111 y IV, y entre ellos respecto a los otros evidencia au
mas la no hnealidad del tolmetin a dosis altas, y parecerta indicar que es el mecanismo de union
proteinas el responsable de la no linealidad (Figura 4-1B). La diferencia en el curso temporal de
fraccidn libre (Figura 4-1C) muestra que la saturacién en la unidn a proteinas es dosis v tiemy
dependiente, hasta la dosis de 100 mg/kg. Sin embargo, cuande se indujo hipoalbuminerma

fraccion hibre cambia consistentemente a lo largo de todo el intervalo de muestreo.

Cuando se evaluo el area bajo la curva normahizada por la dosis (ABCnorm) de C (Figura 4-2),
pusc de manifiesto que ademads de la saturacién en el mecanismo de unidn, podria existir saturacic
en el mecanismo de eliminacién, ya que tanto el grupo de 100 mg/kg como el grupo de 122 mg/k

+ PLF, son significativamente mayores que los grupos administrades con dosis bajas de tolmetin.

A partir de las observaciones anteriores, los resultados de concentracion plasmatica del tolmetin
estudiaron mediante modelos compartimentales utilizando la aproximacién peblacional. En
principio se analizaron los resultados obtenidos de concentracién plasmarica total (unida + libre} t=
la administracién de tolmetin a ratas sanas en dosis orales de 10, 56 6 100 mg/kg , empleando

sigulente estrategia:
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1. Una vez descrita la cinética de las concentraciones plasmdticas totales (C) de tolmerin,
incorporaron en el andlisis los valores de concentracién de farmaco libre en plasma (Cu). L
valores de Cu predichos a cada tiempo fueron obtenidos a partir del producto del val
observado de f v del valor predicho de C.

o

Por tlumo, se afladieron tanto los valores de C como de Cu de los antmales que recibieron 1

mg/kg de tolmetin y sufrieron una plasmaferess.

I
i ‘
= 180 3 * *
. c
O [ 1 |
| E 140+ 1
e |
= :
| B 100 R 145.2 152.6 :
i o + + ;
g 18.9 6.6 |
L2 604 97.3 :
= 94.6 + J
. + 10.8
} g 20 4 13.5 ‘
o= :
) Q- S |‘
| 10 56 100 100 + PLF |

| Tolmetin (mg/ Kg)

Figura 4-2. Evidencia de no linealidad en la femnacxmétion del tobmetin an varas.

Inicialmente, el modelo que mejor describid las observaciones experimentales de las dosis bajas
un modelo abierto de un compartimento convencional donde la absorcién era descrita mediante -
proceso de primer orden. Sin embargo, la falta de predicubilidad para la dosis mayor hizo necesas
proponer un modelo mas complejo que explicara la disposicion del firmaco. Después de evalt
diversos modelos, se encontrd que el mas adecuado para nuestros datos resulté ser uno ¢
absorcién de primer orden, donde la disposicion del farmaco en el plasma se explica mediante

compartimento v la eliminacidon sigue una cinética de Michaelis-Menten. La variabilic
interindividual fue asociada al volumen aparente de distribucion y a la constante de Michae

Menten. La vanabilidad intraindividual o residual en Cv Cu se describio mediante un modelo
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error proporcional con diferentes estimados para los dos tipos de abservaciones (C 6 Cuj. La

estructura del modelo fue la siguiente:

d;;?) NS S (1)
dA(z) = Ka *A(l)_ Vmax * A(z) (2)
a7 K r(AQYVY v,

Donde:

dA(1)/dr : la velocidad a la cual una cantidad de tolmetin {A) pasa desde el compartimento de
absorcién al compartimento central; dA(2)/dt: es la velocidad a la cual una cantidad de tolmeain (A),
se elimina desde el compartimento central. Ka:: es la constante de velocidad de absorcion de primer
orden en el +ésmwo individuo; Vmax: es la velocidad maxima a la cual puede ser eliminado el tolmetin
en el organo depurador del réwmo individuo; Km: es la constante de Michaelis-Menten para
eliminacion de tolmetin en el 1-ésimo individuo; v V: es el volumen aparente de distribucién del
tolmetin en t-észno individuo.

Tabla 4-1. Estonacos poblacondes de los paramerros fammacoceiéicos del tobmetin po, segin el modelo de
elonvacin tipo Michizels-Menzen.

m.;
Parimetro Estimado  Variabilidad
Interindividual
Ka(min'?) 0.58 (19) NE
V(L) 0.12 (8) 29 (42)
Vmax(mg.min’) 0.63 (36) NE
Km {mg.L") 342 (43) 33 (34)
residual en C
Variabilldad 1.2 {15
: 2 (15 NA
residual en Cu (15)
Los estimados de vanabihidad interindividual y residual vienen expresados
como cocfictenie de vanacion (CV%). Enue parénlests aparecen los
estimados de la precision para cada parametro expresados también como
CV'%.NE, no estmado per ¢l modelo, NA, no os aplicable.
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Los resultados del andlisis farmacocinético poblacional se presentan en la Tabla {4-1). Finalmenr
en la Figura 4-3 se muestra la prediccién tipica obtenida a partr de los pardmetros medic
poblacionales v una rutina de regresiéﬁ bayesiana que considera la variabilidad inter-individual y |
residual. Se observa que el modelo describe adecuadamente no solo el curso temporal de |
concentracién plasmética total, sino también el de la concentracién libre, en todos los grupc

experimentales.

DISCUSION

Actualmenre se acepta que la actividad farmacolégica de un farmaco depende de su concentracion e
la biofase de receptor, lo cual estd directamente relacionado con la concentracion lbre del farmac
en el plasma. Ademsas de que solo la fraccién libre esta disponible para biotransformarse o excretar:
[Du Souich e &, 1993; Lin & 4l, 1987]. Entonces cualquier variacion en la umidn a las protein:
plasmiticas deberfa tener un efecto significativo sobre la respuesta terapéutica dado que la unién
proteinas juega un papel importante en el proceso de distribucién. En ese sentido se ha descrito qu
la constante de afinidad (la mayor cuando hay mas de una clase de sitios de unién] es un pardmetr
importante para determinar el efecto de la unién sobre las propiedades de distribucién de
farmacos. Generalmente se asume que si ésta constante es menor a 16° M, el efecto sobre
distribucién es minimo [Rowland v Tozer, 1989; Notari, 1986). En estudios previos {ver Capitulo I
de esta tesis), se determind que el tolmetin presenta dos clases de sitios de unidn. La constamte ¢
afinidad mayor tavo un valor superior a 1 x 10° M, lo cual puede anticipar que un estado ¢
hipoalbuminemia, deberia tener impacto sobre la farmacocinética del tolmetin, v probablemen
sobre su accién farmacoldgica.

En el caso del tolmetin, existe controversia acerca de la distribucién de este AINE ya que se T

reportado que a dosis bajas presenta u.1a farmacocinética lineal [Migdalof ez &, 1976}, mientras que

dosis altas tiene una eliminacién tipo Michaelis-Menten [Sabater et 4, 1992; Ayres et al, 1977].
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En este estudio fue necesario desarrollar un modelo farmacocinético, con enfoque poblacional c
eliminacién saturable tipo Michaelis-Menten para explicar €] curso temporal de la concentract

total, pero también de la concentracién libre del tolmetin en ratas control e hipoalbuminémicas.

El enfoque poblacional ha demostrado ser una herramienta muy 4l en el discernimiento de |
fuentes de variabilidad que influyen sobre la farmacacocinéuca y la farmacodinamia tanto a nr
experimental como clinico [Mandema & 4/, 1992; Jelliffe er &, 1993; Balant y Gex-fabry, 20CC].

aplicar el enfoque poblacional se asume que las siguientes expresiones representan al mode

seleccionado:
Cl] = f(DISPﬂt‘) * (1 + gli)

C. representa al valor de C en el individuo 1 2 tiempo j (). D,, es el valor de la dosis administrada
individuo i, y P, representa el conjunto de parametros farmacocinéticos estimados para dicl
individuos. €, representa la desviacén entre el valor de C predicho por el modelo y el obtenx

experimentalmente. El conjunto de todos los €s, se asume que sigue una distribucién normal «

media Oy varianza &°, f representa la estructura del modelo seleccionado:

dﬁ?)_—K G Y (1)
dJ‘Z(z) =Ka* A(l) _ Vmax, * A(z) ....................... (2)
¢ Km +(AQ2YV) V,

dA(1)/dry dA(2)/dt representan la velocidad de cambio de las cantidades de fArmaco en intestine
plasma. Kai, Vmaxi, Kmi, y Vi, son los pardmetros farmacocinéticos para el individuo 1; K
constante de velocidad de absorcidn de primer orden, Vmax, velocidad de eliminacién maxima, Kr

constante de Michaelis-Menten, V, volumen aparente de distribucion.

Cada uno de esos parametros (y tomando V como ejempio) se modeld de la siguiente forma:
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V.., es el valor tipico poblacional (el mismo para todos los individuos), y 1. representa la desviacion
del valor individual con relacién al tipico poblacional. El conjunto de todas las desviaciones para un
determinado parimetro se asurme que sigue una distribucién normal de media O y varanza % ©°
hace referencia a la variabilidad interindividual, y constituye uno de los elementos diagonales de la
matriz varianza-covarianza €2 [Beal v Sheiner, 1992]. La expresidén amterior asume una distribucion
log-normal de los estimados individuales de V. En el caso de Ka y Vmax, no se pudieron obtener

estimados de variabihdad interindividual, por lo tanto Kai = Ka_, Vmaxi = Vmax,,.

pop?

Un aumento de la dosis ademas de saturar los mecanismos enzimaticos de la elimmacion del
tolmetin, producia un aumento considerable de fz. En el caso de firmacos con una eliminacién
restrictiva como el tolmetin, este incremento en f¢ deberla manifestarse en un aumento del
aclaramiento plasmatico [Lin e a/, 1987]. No obstante, cuando se considerd al valor observado de fu
‘como posible variable influyendo en la depuracién no se consiguié ninguna mejora en el ajuste. La
explicacién a este resultado puede estar relacionada con el hecho de que en las condiciones
expenimentales del estudio se habian alcanzado concentraciones de saturacion, por lo que el efecto de

cambios en f sobre el aclaramiento es mas dificil de predecir.

En ese sentido, Grnindel et 4/ [1979] reporté un incremento significativo en la depuracion renal del
olmetin v de su principal metabolito oxidado en pacientes artriucos. Estos investgadores
propusieron que fue el incremento en el volumen de distribuaién secundario a una disminucion en a
unidn a proteinas plasmaticas, la explicacién al incremento en la depuracidén. En nuestro estudio, ese
no parecio ser el caso ya que interesantemente, se observé una falta de correlacion entre el volumen
aparente de distribucidn y los cambios en fie. £n este caso lo que ocurre es que aparte de aumemar f,
se produce un incremento en la fraccién de farmaco libre en tejidos (fup). Este fenomeno es en
general dificil de demostrar. En el presente estudio, cambios en fiz debidos al aumento de dosis y/o 2
la plasmafeéresis estaban asociados 2 cambios casi proporcionales en los niveles de Cu. Este hecho
puede ser explicado mediante cambios paralelos en fup. En general se asume que los niveles de Cu
permanccen relativamente constantes a cambios en fu, siendo los niveles de C los mas afectados. Sin
embargo una modificacion de fip repercute siempre en los niveles de /1. Al no disponer de valores de

fur se optd por no modelar el volumen aparente de distribucidn en base a la widn del farmaco o
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plasma v tejidos. El balance entre los cambios en f v /i hace que los tres grupos de anumales ten

el mismo valor tipico de volumen aparente de distribucidn.

En conclusion, los resultados de nuestro estudio sugteren que la alteracién en la unién a las protes
plasmdticas del tolmetin, durante un proceso de hipoalbuminemia moderada no influye sobr:
farmacocinética del AINE. En todo caso, el aumento de la fraccién libre en ese grupo experime:
si confirma la existencia de saturacién en el mecanismo de eliminacién del tolmetin. F
caracteristica fue implementada en un modelo farmacocinetico poblacional, el cual descri
adecuadamente los resultados experimentales. En ese modelo, los estimados de los parimer
farmacocinéticos y de su variabilidad interindividual son razonables, ademas de haber sido calcula
con una buena precisién, Lo mismo aplica para el error residual. En su conjunto, se aprecid qu
modelo fue capaz de describir adecuadamente no solo el curso temporal de la concentrac
plasmarica rotal sino también el de la concentracién libre en todos los grupos experimentales. Qu
por dilucidar s los cambios en la unién a las proteinas plasmaticas inducidos por la hipoalbuminer

tienen algiin impacto sobre la actividad analgésica o antiinflamatoria del tolmetin.
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CAPITULO V. MODELAJE POBLACIONAL DE LA RELACION ENTRE LA
CONCENTRACION Y EL EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL
NAPROXEN.

RESUMEN

La representacién cuantitativa de la relacién dosis-concentracion-respuesta proporciona informacion
para la prediccién del curso temporal del nivel de respuesta a cierto mivel de dosis de farmaco. En
este trabajo, se presentan los resultados del modelaje farmacocinético-farmacodindmico (FC-FD),
con un enfoque de respuestas fisiolégicas indirectas, empleado para caracterizar el efecto
antiinflamatorio del naproxén en ratas. El efecto del naproxén se describié adecuadamente con un
modelo de efecto maximo sigmoidal inhibitorio. El modelo desarrollado incluye un compartimento
extra que explica la sintesis v liberacién de mediadores de la inflamacién durante un periodo de
tiempo limitado, y que es el blanco del farmaco. Lo anterior, puede entenderse de acuerdo al nivel de
interaccién  del naproxén con la enzma responsable de la sintesis de prostaglandinas.
Adicionalmente, el modelo supone constantes de orden cero para la sintesis de los mediadores v la
produccion basal de la respuesta inflamatoria, asi como constantes de primer orden para la liberacién
de los mediadores desde el compartimento de sintesis y para la degradacion de la respuesta
inflamatoria. Estos procesos son modulados por la farmacocinética del naproxén, administrado por

via oral, cuya potencia # vro fue estimada en 4.1 ug/ml (CL,).

INTRODUCCION

Al 1gual que otros farmacos antiinflamatorios no esteroidales (AINEs), el naproxén ha sido
extensivamente empleado en el tratamiento de la artritis reumatoide, el sindrome febril v el dolor
[Davies y Anderson, 1997; Insel, 1996]. El naproxén inhibe tanto a la ciclo-oxigenasa 1 (COX-1;
constitutiva), como a ka ciclo-oxigenasa 2 {(COX-2; inducida en estados de inflamacién}, y por tanto,
la produccién de prostaglandinas (PGs) y tromboxanos [Eric et #/, 1999; | angenbach ¢z 4/, 199%;
Vane, 1971].

- . . . . . .
Existe poca informacién relativa a las propiedades farmacodinamicas, basada en la relacion
concentracion-efecto  m wiw de los AINEs. Recientemente, en distintos protocolos clinicos sc

publico la caracterizacidn del efecto anupirético del 1ibuprofen en nifios con su concentracion en la
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biofase [Kauffman er 4/, 1992; Kelley & 4/, 1992; Brown et al, 1998), asl como en plasma, empleando
modelos de respuestas indirectas [Trocéniz e 4/, 2000; Garg v Jusko, 1994]. Sin embargo, aunque los
estudios preclinicos son alternativas utiles p@ra investigar diferentes modelos FC-FD que den luz
sobre los mecanismos de accién de los farmacos, poco se ha publicado al respecto. Respecto a los
AINEs, en nuestro conocimiento, solo se ha publicado una aproximacién descriptiva de la relacién
rempora! concentracién-efecto antiinflamarorio del naproxén en ratas [Castafieda-Heméandez et
1995], asf como un modelo integrado FC-FD para el ketoprofén en ovejas y caballos [Landon: et 4/,
1996; Landoni e 4, 1999]. Por ello, el objetivo del presente estudio fue desarrollar un modelo FC-FD
que describiera el efecto antiunflamatorio del inhibidor no-selectivo de la COX, naproxén. Para ello

fue preciso contar con un modelo experimental adecuado.

Ahora bien, cualquier modelo que involucre una alteracién mediada por adyuvantes supone la
complejidad adicional de la evolucién natural de la respuesta inflamatoria, la cual deberta ser incluida
en el modelo. En el modelo de la carragenina, la inyeccién subplantar de este polisacando genera una
reaccién inflamatoria tiempo-dependiente [Winter & al, 1962; Castafieda-Hermandez et 4/, 19%; Di
Rosa e 4, 1970]. En este modelo, los niveles de la COX-2 se incrementan junto con el consecuente
aumento de prostaglandinas (PGs). Aunque estos mediadores no parecen tener efectos directos
sobre la permeabilidad vascular, tanto la PGE, como la PGL, incrementan marcadamente la
formacién de edema y la filtracién leucocitaria, al promover el flujo sanguineo de la regién inflamada.
Correspondientemente, la inhibicién de la COX conduce a una disminucién de la produccién de
PGs en el sitio de la inflamacidn, asi como a nivel espinal [Seibert ez &, 1994; Coderre ez af, 199C].
Vane y Bowing [1994] sugirieron que las PGs juegan un papel importante en la promocion de los
signos v sintomas de la inflamacién. No obstante, como en el caso del efecto antipirétco v
analgésico, la cinética del efecto antiinflamatorio atn estd por ser caracterizada. En este estudio, se
propone un modelo FC-FD de respuestas fisiolégicas indirectas que explica ¢l curso temporal del
efecto antiinflamatorio del naproxén. Este modelo considera que el farmaco ejerce su acaién

farmacolédgica inhibiendo la liberacion de los mediadores de la inflamacién.

OBJETIVO

Desarrollar un modelo poblacional FC-FD de respuestas fisiologicas indirectas que explique curso

temporal de la inflamacién y del efecto antiinflamatorio del naproxen en ratas.
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HIPOTESIS
El efecto antiinflamatorio del naproxén esta modulado por su farmacocinética y puede ser descrito
por modelos RC-FD de respuestas fisiolégicas, donde se supone que la inflamacién inducida por la

carragenina esta condicionada a la sintesis y liberacién de mediadores endégenos.

MATERIAL Y METODOS

Reactivos

El naproxén [4cido {S)-6-metoxy-a-metil-2-naftalenacetico] y el diclofenac (empleado como estandar
interno) fueron gentilmente proporcionados por Laboratorios Symex S.A, (Mexico, D.F.), y Novarus
de México (Mexico, D.F.), respectivamente. La carragenina (fraccién lambda) se compro a Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO). Todos los demds reactivos y solventes se compraron en fuentes

comercales v fueron de grado analitico.

Amnimales

Se emplearon ratas Wistar macho de 6 a 7 semanas de edad, con peso entre 180y 250 g, las cuales se
obruvieron del bioterio del Departamento de Farmacologia y Toxicologia del CINVESTAV-IPN.
Los animales se mantuvieron bajo condiciones estandar de laboratorio, con ciclos de luz-obscuridad
de 12 h. Las razas tuvieron libre acceso a comida y agua, hasta 12 h previas al inicio del experimento.
Después de! procedimiento quirargico, las ratas se colocaron en cajas individuales. Los protocolos
del estudio fueron disefiados siguiendo las recomendaciones del comité de éuca e invesugacion del

CINVESTAV-IPN para el uso v cuidado de animales de experimentacion.

Procedimientos quirirgicos

El dia del experimento, las ratas se anestesiaron con vapores de éter etilico v se umplantaron catéteres
de polietileno (una combinacion de un PE-10 y PE-50, con diametro mterno de 0.28 v 0.58 mm.
respectivamente’ en la arteria caudal tal como ha sido previamente descrito por Granados-Soto et 4/
[1995b]. Los careteres se llenaron con una solucién salina heparinizada (20 Ul/mL) para prevenir la

coagulacion.

Disefio experimental
La Figura 5-1 representa los horarios de administracion v coleceion de datos farmacocméucos v

{armacodimamicos.
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GRUPOCS
CARRAGENINA
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oh ' 6h
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/ NPX 1.7 mg/Kg (p.0.)
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NPX 3. 2 mg/Kg {p.0.)
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Ch 6h

CARRAGENINA

,4/ NPX 10 mg/Kg (p.0.)
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0h 6h

Medicion del volumen de la pata vy toma de muestras sanguineas
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Figura 5-1: Diseiio expermmental usado en el estudno de la relacin amcerpacion-efacto
cntiinlanatonio del naproséh,

Los animales (n=24) se asignaron aleatoriamente en cuatro grupos experimentales. Con el fin de
inducir la inflamacién, a todos los animales se les administré subcutdneamente, en el cojinete plantar
inferior derecho, 0.1 mL de una suspensién de carragenina al 1 % en solucién salina (0.9%). La
inflamacién inducida se midié por pletismografia tal como ha sido previamente descrito [Winter er 4/,
1962]. El volumen de la pata se determiné una vez justo antes y durante las siguientes 6 horas (C, 0.5,

1,2, 3,4, 5y 6 h) posteriores a la administracion de carrragenina y farmaco.

Inmediatamente después de la administracién de carragenina, las ratas recibieron una dosis oral de
naproxén, suspendido en una solucién de carboximetilcelulosa al 0.5 %, en dosis de 1.7 mg/kg
(grupo 1), 3.2 mg/kg (grupo 11T} v 10 mg/kg (grupo IV). El firmaco se administré en un volumen
igual a 4 mL/kg. El grupo I (control) solo recibié carragenina y s¢ le tomaron muestras sanguineas en
el mismo esquema que a los demsas grupos, para evaluar la influ.ncia del muestreo sobre el curso
remporal de la inflamacién. Las muestras de sangre artertal de 770 pL (n=8) se tomaron a tiempos
seleccionados (0, 0.083, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 y 6 h). El mismo volumen que se extrajo de sangre fue

reemplazado con solucién salina estéril,
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Determinacién de las concentraciones plasmdticas de naproxén

. . : ,
La medicién de las concentraciones de naproxén en plasma se realizd empleando el método de
cromatografia liquida previamente reportado por Borgd y Borgd [1997], con algunas modificaciones.

Brevemente, a las muestras plasméticas (10 puL) se adicionaron 20 ul. de metanol conteniendo el
estandar interno (diclofenac) a una concentracién de 50 pg/mL. Esta mezcla se diluyd a 500 iL con
amortiguador de fosfatos (pH=7) y se agité hasta homogenizarse. Entonces, una alicuota de 20 pL se

inyecté al cromatografo.

E! sistema cromatografico consistié de una bomba Waters 510 {Waters Assoc., Milford, MA, USA),
un inyector Rheodyne 77251 con asa de 20 uL (Cotati, CA, USA), y un detector de longitud de onda
variable Waters 484 fijo a 231 nm. La separacidn se realizé sobre una columna Symmetry C,g de 150
x 3.9 mm (d.i) y 4 um de tamafio de particula (Waters Assoc., Milford, MA, USA), empleando como
. fase mdvil una mezcla de 4cido fosférico 1 mM y acetonitrilo (62:38 v/v). La fase mévil se mantuvo
a un flujo constante de 0.8 mL./min, y a temperatura ambiente. La sefial mostro linealidad en el rango
de ©.1-50 pg/mL. Los coeficientes de variacidén intra- en inter- ensayo fueron 3.1 y 4.9 %,

respectivamerte.

Andlisis de Datos

Los cursos temporales de la concentracién de farmaco y efecto antiinflamarorio se analizaron con un
enfoque poblacional, empleando el método de primer orden implementado en el programa
NONMEM [version V; Beal y Sheiner, 1992]. Este enfoque hace posible el ajuste simultaneo de los
datos de todos los individuos, describiendo la tendencia media de la poblacion y los perfiles
individuales, asi como una estimacién de Iz variabilidad inter-individual y del error residual.

La variabilidad inter-individual se ajustd empleando modelos exponenciales. La variabilidad residual
2 modeld usando un modelo de coeficientes de variacién constantes para las concentraciones
slasmaticas de naproxén. v un modelo aditivo para las mediciones del efecto.

La seleccidn del modelo se basé en el andlisis exploratorio de graficas de bondad de ajuste, realizado
con el programa Xpose [Jonsson y Karlsson, 1999], los estimados de los parametros y sus mntervalos
de confianza. El valor minime de la funcién objetivo (OBJ) proporcionada por NONMEM también
se empled como un criterio de seleccion de modelo. La diferencia en OB] entre dos modelos

hierdrquicos se distribuve aproximadamente en forma de una chi-cuadradas se empled un valor de
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significancia de p<<0.05. Los resultados del andlisis de datos se presentan como el valor estimado v

error estandar relativo. Los estimados de la variabilidad inter-individual y de la variabilidad residual se

expresan como coeficientes de vanacidn (CV, %).

Modelos Farmacocinéticos. Las propiedades de disposicién del naproxén se caractenzaron
empleando modelos compartimentales. Se evaluaron diferentes modelos de absorcién, de primer
orden, de orden cero, y tipo Michaelis-Menten. La presencia de un tiempo de retardo (lag t27%)

también se explord.

Modelos Farmacodindmicos. La Figura 5-2 muestra el modelo empleado para ajustar los datos

farmacodinamicos del estudio.

Carragenina

KIN .
EEE— Inflamacién | _

Naproxén Ksyn

Mediadores
dela
Inflamaciod

Kout

Figura 5-2. Representacion esquemiica del modelo farmacodinamco utilizado para descoriber el efocto mmpiflanatono del

Para predecir adecuadamente los datos de inflamacidn, se construyd un modelo que pudiera explicar
el retraso observado en los grupos tratados con naproxén respecto al control. Este modelo asume

ques
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(1) La inyeccidn de carragenina desencadena un formacién transiente de mediadores inflamaterios
(M), lo cual es descrito por K, la constante de formacién de orden cero. Esta constante se
activa solo por un periodo lirﬁitado, entre la inyeccién de carragenina y T, (la duracién del
periodo de formacidn de la respuesta inducida, un parametro estimado por el modelo).

()  Larespuesta mflamatoria inducida por M, estd gobernada por una constante de primer orden
(K la cual es inhibida por el naproxén en plasma.

(i) En ausencia de carragenina y/o firmaco en el organismo, el control del volumen de la pata
de la rata (nivel basal}, se mantiene por un balance entre la produccién (representada por la
constante de orden cero, K,), v la degradacién (representada por la constante de primer
orden, K,,) de la respuesta inflamatoria. Este modelo se puede representar por el siguiente
juego de ecuaciones diferenciales:

dcf - K, - K, -(1- DRUG)- M 1)

df:K“-(l—DRUG)-M+K ~-K, ‘R 2)

M it

Donde dM/dt representa la velocidad de cambio de sintesis de mediadores inflamatorios, dR/dt es la
velocidad de cambio de la respuesta inflamatoria y DRUG es ¢l efecto del naproxén en el sistema. Se
evaluaron diferentes modelos para la accién del farmaco, tal como el lineal, Emax v el Emax

sigmoidal.

RESULTADOS

Farmacocinética. Un modelo abierto de un compartimento fue suficiente para describir la
disposicion del naproxén en plasma después de una administracién oral. Los valores tipicos de los
estimados {y su variabilidad inter-individual asociada) para la depuracién (CI), y el volumen total de
distribucion {V), se muestran en Ja Tabla 5-1. El perfil promedio de las concentraciones de naproaén,
observadas v de las predicciones tipicas del modelo. a lo largo del tiempo se muestran en la Figura 3-

-

RN
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La biodisponibilidad relativa para el grupo que recibié la dosis mas baja de naproxén se fijoa 1,y
basindose en ella, la biodisponibilidad de los grupos de 3.2 y 10 mg/kg se estumo para valores

significativamente inferiores a 1 (p<003); se encontré una reduccién significativa de 25 % en la

biodisponibilidad de la dosis mas alta.

Table 5-1. Estorados de los pavdnetros fanmacocetucos del naproxén po. peva ias dosis de 1.7, 3.2, 10 mg/Kg enraas.

PARAMETRO ESTIMADO 1AV
V (mL/kg) 164 (C.16) 16 (0.34)
[CL mL/b/kg) 336 (0.21) | 20 (0.44)
KA {1/h) 14.82 (0.08) 50 (0.48)
F (1.7 mg/kg) 1FIX NE
F (3.2 mg/'kg 0.8 (0.9) | NE
F (10 mg/ke) [ 0.77 {0.1) NE

‘
Los estimzdos de varabilidad inter-indrdual AV se expresan como coeficientes de vanacidn {%). La preaision de los esnmados se
expresa como €l errar esténdar relauvo, en paréntesis. El error esténdar relativo es el ervor esténdar diidido por el esnmado del
parimetro. V, volumen de distibucién; CL. depuracién plasmarica tota; KA, constante de absorcién de primer ordem: F.
biodisponibilidad: NE. ne estimado per el medele. FIX: fio en e modelo.

|
!
| 100 |
\ D Grupo Il |
} ® Grupo Ui :
; o Grupo IV ’
! |
3 :
|
| |
] |
' 10

Naproxén (pg/mi.)

w
(=]

¢ 1 2 3 4

Tiempo después de la carragenina (h)

Figura 5-3. Curso tanporal de ln concentracion plasndtica de naproxén. Los punios represenian
las obseroaciones promecho. Las Ieas vepresonan las preduviones medhas tipuas. Las [ineas
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La concentracién méxima de naproxén se observé 20 minutos después de la administracion del
farmaco en todos los grupos. Los valores correspondientes fueron 9.1 + 0.8, 14.4 + 0.7y 39.3 = 3.1

pg/mL para las dosis de 1.7, 3.2y 10 mg/kg , respectivamente.

Farmacodinamia.. 1.a Figura 5-4 muestra los cursos temporales promedio de la inflamacion. Los
valores promedio del volumen basal de la pata de las ratas (30.8 = 099 mL) no fueron
significativamente diferentes entre todos los grupos. La inflamacién maxima observada en los grupos

1 alV fueron 46.55 + 2,48.7 + 2.5,44.5 + 2.3y 40.5 4+ 2.4 mL, respectivamente.

ﬂ[ Control
j e NPX 17 mgikg
|
-
|

)

NPX 3 2 mg/kg
NPX 10 mg/kg

4 <

35 -

Volumen Desplazado (mL)

0 1 2 3 4 5 [

Tiempo despues de la Carragenina (h)

Figura 5-4. Curso tomporal promacho de la mflonacon despucs de la wyecon de

carragenma y la adnmustracicn de naproxen
Estos méaximos se observaron a las 3.3 + 0.8, 4.8 + 0.26, 5.5 + 0.55 v 5.9 + 0.2 h, despues de la
inyeccidn de carragenina. Lo anterior evidencia una clara dependencia del uempo al efecto maximo
-on el iempo. No se observaron diferencias significativas entre los grupos al final del expermmento
p>C.05). En los grupos 111 y IV la inflamacién de la pata regresé y se mantuvo en los niveles basales

hacialas 2 + 0.89 y 3 + 0.52 h después del inicio del experimento, respectivamente.

Modelaje Farmacocinético-Farmacodindmico. La Figura 5-5 muestra ¢l curso tempora tipico
prediche para la respuesta inflamatoria, tal como lo describe el modelo que emplea las ecuaciones 3 3

4. Fl efecto del naproxén se describio adecuadamente con un modclo de efccio mavimo sigmandal
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inhibitorio. Los estimados de los parametros FD y de su variabilidad inter-individual se listan en la
Tabla 5-2. Fi efecto maximo (Emax) se fij6 a 1, dado que en el caso de los grupos 1T y IV, la
concentracién plasmiarica del farmaco fue éapaz de bloquear; de manera practicamente total, la
evolucién de la respuesta inflamatoria durante 2 y 3 h, respectivamente. Al tiempo anterior a la
inyeccién de fa carragenina dR/dv = 0 = K, - K, * E;, donde E; es el volumen basal de la pata, R;
entonces K., = K, * R, El valor tipico de K, empleando los estimados de K v E, fue 19.2
mU/h.

QO Controi
® NPX 1.7 mg/kg I
ANPX 3.2 mg/kg
A NPX 10 mg/kg

FERRN [ —

Volumen desplazado (ml)

0 1 2 3 4 5 6

* Tiempo después de la carragenina (h)

1
i
1
|
—

Figura 5-3. Curso temporal de la inflamacion despus de la tryecadn de camagenina y la achmiisiracuin de naproxén
(los prnios son las obseruaciones proedio, las lineas las predicion tipwa del wodelo, Lz variainlad de las obseruationes se
amte por davidad),

Finalmente, en la Figura 5-6 se muestra la prediccién individualizada de la FC v el efecto
antiinflamatorio en ratas tipicas, obtenida a partir de los parimetros medios poblacionales y una

rutina de regresion bayesiana que considera la variabilidad inter-individual y la residual.
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Tabla 5-2. Resultados fanmacoadmiérmcos obtendos del modelaje fanmacocmiénco-famacodmdamico del efecto antunflamaromo del naproxén

e La ratz.

PARAMETRO ESTIMADO TAV
Ko (1/h) 0.6 (0.45) 47 (0.35)
K (1/h) 1.05 (0.4) NE
Ko (mL/h) 0.35 (0.4) NE

Ton(b) 4.26 (0.07)

Eo (ml)

32 (0.01)

1Cs (pg/mL) 4.13 (0.27)

1.5 (0.11)

Los estimados de Ja vanabihdad inter-ammal (IAV) se expresan como coefictentes de vanacion (%), La precision de los esumados se expresa
comg error estandar relauvo en paréntesis El error estandar relativo es el error estindar dividids por el estumado del parimertre Ko, . es la
constante de prumer orden de degradacidn de la respuesta, Kin, es la constante de primer orden de la bberacicn de los inediadores
mflamatonos en el compartimento de la inflamacién. K, es fa constante de orden cero, para sintesis de mediadores de la, T . &5 |2 duracidn
de la sintesis de la inflamacién; Ee. es la volumen basal de 12 pata, ICs, es la concentracién de napronén que genera L mutad de la intubicidn

manma de Kon L v, es el parimetro de sigmoidicidad, NE, no estunado po el modelo.

DISCUSION

Farmacocinética.. Cuando se calculo el drea bajo la curva (ABC,, ) de la concentracion
plasmatica, corregida por fa dosts, contra el tiempo, el valor de ABC, ., de la dosis de 1.7 mg/ke,
fue semejante a la obtenida por otros autores [Castafieda-Hernandez ¢t a/, 1995; Josa et 4/, 2000] Sin
embargo, el ABC .. de los grupos de 3.2 v 10 mg/ke fueron significativamente inferiores (23 y 22
mg-h/mL, respectivamente). Sobre la base de estos resultados preliminares, asunumos que la
biodisporuwilidad (F)de la dosis mas baja era total, y se perminié al modelo que estimara la F para los
otros gn, ,s. Los resultados de otros autores han mostrado que el naproxén presenta una F elevada
pero no completa [Lauroba @ 4/, 1986]. La razon de esta disminucton en F con las dosis superiores
no esta clara. pero podria ser que el tiempo de transito por el intestino sea la limutante para la

absorcidn.
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de la COX-2 correlaciona con la duracién estimada por el modelo para la sintesis de mediadores

inflamatorios (Tsyn = 4.26 h}.

Cuando las ratas se trataron simultineamente con el agente adyuvante y naproxeén, los grupos ITy I
(17 v 3.2 mg/kg) mostraron una respuesta inflamatoria sorprendentemente superior a la del control
hacia las 6 h. Esto podria deberse a que el firmaco induce un retraso en el curso temporal de la
inflamacién. Esto es, que el curso natural de la liberacién de mediadores de la inflamacion es
frenado por la actividad inhibitoria del naproxén a dosis bajas. Ahora bien, cuando se administré una
dosis mas alta (10 mg/kg, grupo IV), la respuesta inflamatoria maxima, no solo se retrasa, sino que se
ve reducida en comparacién con el grupo control, y mas atn, ésta reduccion no es revertida en el
perodo de observacién. Un patrén semejante de efecto antiinflamatorio fue reportado por
Castafieda-Hernandez et 21, [1995] en un grupo de ratas que recibieron una dosis oral de naproxén de
6 mg/kg. Por tanto, las consideraciones del modelo sobre la cinética de la accion del farmaco
parecen ser correctas dado que las predicciones correlacionaron adecuadamente con las
observaciones a lo largo de todo el curso temporal de la inflamacion en los cuatro grupos
experimentales. Estas consideraciones incluyeron constantes de orden cero para la sintesis de los
mediadores v la produccién basal de la respuesta inflamatoria, asf como constantes de primer orden
para la liberacién de los mediadores desde el compartimento de simtesis y la degradacion de la
respuesta inflamatoria. Aunque la magnitud de los parametros estimados difiere de lo descrito para
procesos celulares, debe considerarse que los modelos experimentales son también diferentes. No
obstante, el orden de velocidad es semejante al reportado por distintos estudios. En efecto,
Fitzgerald et 4, [1981] describieron una velocidad de primer orden para la liberacion de
prostaglandinas en humanos. Por otra parte, la duracién de la sintesis de mediadores de la
inflamacién de nuestro modelo, una expresion del orden de velocidad, estd en buen acuerdo con el
periodo de produccién de PGE, en un modelo semejante al usado en este estudio (ver antes, Seibert
et al., 1994). Finalmente, la degradacién de PGIL, (otra PG pro-inflamaroria) se ha reportado
inicialmente ripida (de primer orden) y posteriormente se hace mas lenta [Zhang et 4/, 1997;

Rosenkranz et al, 1980].

En resumen, se propuso un modelo FC-FD de respuestas fisiolégicas indirectas para describir el
efecto antinflamatorio del naproxén en la rata. El naproxén mostrd una potencia como

antiinflamatorio, estimada como IC,,, de 4.1ug/mL, la cual es semejante a la que se ha descrito para
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este AINE en la inhibicién # o de las COX-1y -2 (2.2/1.3 pg/mL), [Mrchell er &, 1994] El
modelo descrito incluye un compartimento extra que explica la sintesis y liberacién de mediadores de
la tnflamacién y que es el blanco del farmaco. Lo anterior, puede entenderse de acuerdo al mivel de
interaccién del naproxén con la COX. Esto es, parece ser que en la formacién del edema actiian
secuencialmente eventos vasculares v locales, asi como la activacion de células mugradas y la
produccién de otros mediadores que finalmente resultan en la sintesis de prostanoides pro-
inflamatonios. Por tanto, deberfa haber mas de un blanco en esta cascada de eventos, que explique el

afecto antiinflamatorio del naproxén en este modelo experimental.
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CAPITULO VI. ANALISIS POBLACIONAL DE 1A INFLUENCIA DE LA
HIPOALBUMINEMIA MODFRADA SOBRE 1A RELACION
FARMACOCINETICA-FARMACODINAMICA DEL TOLMETIN
EN RATAS.

RESUMEN

Se explord el potencial del modelaje farmacocinético-farmacodinamico (FC-FD) como herramienta
descriptiva del mecanismo de accién del tolmetin en un modelo de inflamacién aguda. Se evaluo Ia
farmacocinética, la unién a proteinas y el efecto antiinflamatorio del tolmetin administrado oralmente
a ratas control {10-100 mg/kg) v con hipoalbuminemia moderada (100 mg/kg). Comparado con la
inflamacién en el grupo control, las ratas hipoalbuminémicas mostraron una disminucién
significativa v retrasada en la formacién del edema. Para caracterizar el curso temporal del efecto
antiinflamatorio del tolmetin, se empleé un modelo FC-FD de respuestas fisiologicas indirectas
desarrollado previamente. Este modelo supone que el efecto antiinflamatorio del tolmetin se debe a
la accién inhibitoria de la concentracién total del AINE en el comparttmento donde se generan y
liberan los mediadores inflamatorios por un periodo de tiempo limitado (Tsyn; alrededor de 3 h).
Este efecto inhibitorio del tolmetin pudo ser descrito por un medelo sigmoidal de efecto maximo, el
cual predijo una potencia iz wro (Cly) de 0.24 uM para las ratas control. Sin embargo, la
incorporacién de los datos de hipoalbuminemia al modelo, produjo una aparente elevacién de la
potencia del tolmetin (Cl,,=0.007 uM). De hecho, el enfoque poblacional del modelo FC-FD
demostrd que la concentracién de albimina es una covariable predictiva de la constante de velocidad
(Ko} v el iempo de sintests (T,,) de los mediadores de la inflamacién. Con los resultados anteriores
pudo demostrarse la utilidad del modelaje FC-FD en la descripaién del mecanismo de accion
subyacente a la actividad antiinflamatoria del tolmetin. Ademas, se demostrd que la disminucion de la
unién a proteinas plasmaticas, provocada por ia hipoalburminermia, modifica la respuesta inflamatoria

y la potencia del farmaco, pero no su efecto maximo.

INTRODUCCION
E! tolmetin es un farmaco relativamente antiguo, pues fue introducido al mercado a mediado de los
70's. A la dosis recomendadas (0.8 a 1.6 ¢ al dia), es aproximadamente equivalente en eficacia a la

aspirina en dosis bajas, pero usualmente mejor tolerado. Diferentes estudios han demostrado que,
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hasta la aparicién de Jos nuevos inhibidores selectivos de la COX-2, la elevada poten
antiinflamatoriza, buena actividad analgésica y promto inicio de accién del tolmetin, hicieron de ¢
AINE, el farmaco de eleccidn en el tratamiento crénico de Ia osteoartritis, la artritis reumatoide
principalmente, la forma juvenil de la tiltima [Ehrlich, 1983; Cassidy, 1999]. Se ha descrito que
mecamismo por el cual el tolmetin ejerce sus acciones antilnflamaroria y analgésica es la inhibicion
la sintesis de prostanoides. El tolmetin inhibe no selectivamente tanto a la COX-1 (constitutr

como a la COX-2 (inducida en estados de inflamacién) [Taylor y Salata, 1976; Rabasseda, 1996].

Por otra parte, se ha propuesto que en firmacos que presentan alta fijacién a proteinas plasmatica
un volumen de distribucién del firmaco libre pequefio {como los AINEs), la posibilidad de que
produzcan desplazamientos por causas fisiopatolégicas (o producidas por la adminisirac
concomitante de firmacos), pueden ser de trascendendia clinica. Esto se debe a que al aumenta
fraccién libre en el plasma, también se incrementa la concentracién en la biofase y la respuest:
farmaco puede modificarse [Tozer, 1984]. Cabe mencionar que tanto en el caso de diclofenac co:
de naproxén, se han descrito modificaciones en el efecto analgésico como consecuencia de

cambios fisiolégicos naturales, -envejecimiento- o bien, debido a ciertas patologias [Davies
Anderson, 1997; Delmas, 1995 Er ambos casos podria sugerirse que los cambios en la fijaci6;
proteinas plasmaticas sea el origen de tales cambios en la farmacodinamica del analgésico.

Ahora bien, aunque los estudios preclinicos son alternativas titiles para mvestigar diferentes mode
FC-FD que den luz sobre los mecanismos de accién de los firmacos, asi como de la influencia
alteraciones fisioparolégicas, poco se ha publicado al respecto. En el caso del tolmetin, Flor
Murrieta et al, [1998] reportaron un modelo FC-FD basado en respuestas fisiologicas indirectas (R
para describir el efecto analgésico, pero no el antunflamatorio de este AINE en ratas. Por otra pa:
en el capitulo anterior de esta tesis se presenté un modelo FC-FD-RFIL, para el efe
andinflamatorio del naproxén en ratas fisioldgicamente intactas. Ese modelo esta basado en
actividad inhibitoria del farmaco sobre uno de los procesos que desencadenan la respue

uiflamatoria después de la administracién de carragenina en la pata [Josa eral, 2000].

Entonces, el objetivo del presente estudio fue evaluar y extender el modelo FC-FD desarrolla
anteriormente, para describir la influencia de la alteracién en la unién a proteinas provocada por
estado de hipoalbuminemia moderada, sobre el curso temporal del efecto antiinflamatorio

tolmetin. Fl modelo que finalmente se obtuvo permitié demostrar que (i) el efecto antinflamato



(%]

Capitulo VI

del tolmetin se debe principalmente a la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas; () la
hipoalbuminemia disminuye la respuesta inflamatoria a la carragenina; (i), la hipoalbuminemia
modifica los parametros de unién del tolmetin, incrementando significativamente su fraccién libre;
(iv) la hipoalbuminemia abate la Cl, del tolmetin respecto a las ratas control, y (v} la concentracion
de albimina es una covariable de la velocidad y tiempo de sintesis de mediadores inflamatorios en el

modelo poblacional de efectos mixtos.

OBJETIVO
Caracterizar el impacto de la hipoalbuminemia moderada sobre el efecto antunflamatorio del

tolmetin en ratas, empleando modelos FC-FD con enfoque poblacional.

HIPOTESIS
La hipoalbuminemia modifica el curso temporal de la inflamacién, pero también las propiedades

antinflamatorias del tolmetin administrado por via oral a ratas.

MATERIALY METODOS

Reactivos

El tolmetin y ia carragenina (fraccién lambda) se compraron a Sigma Chemical Co. (St Louis, MO,
USA). El ketorolac (-sal de trometamina-), empleado como estindar interno fue gentilmente donado
por Laboratorios Roche-Syntex (México, D.F). El acetonttrilo, de grado cromatografico, se obtuvo
de E. Merck (Darmstadt, Alemania). Todos los demas reactivos fueron de grado analitico. El agua

empleada para preparar las soluciones fue obtenida usando un Milli-Q Reagent Water System
(Continental Water Systems, El Paso, TX, US.A)).

Animales

Se emplearon ratas Wistar macho de 6 a 7 semanas de edad, con peso entre 200 v 250 g, las cuales se
obruvieron de! bioterio del Departamento de Farmacologia y Toxicologia de]l CINVESTAV-IPN.
Los animates se mantuvieron bajo condiciones estandar de laboratorio, con ciclos de luz-obscuridad
de 12 h. Las ratas tuvieron libre acceso a comida y agua, hasta 12 h previas al inicio del protocolo de
farmacocinética. Después del procedimiento quirirgico, las ratas se colocaron en cajas individuales.
Los protacolos del estudio fueron disefiados siguiendo las recomendaciones del comué de éuca ¢

mvestigacion del CINVESTAV-IPN para ¢l uso v cuidado de animales de experimentacion
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Procedimientos quirirgicos
Las ratas se anestesiaron con vapores de éter etilico v se implantaron catéteres de polietileno (1
combinacién de PE-10 y PE-50, con didmetro interno de 0.28 y 0.58 mm, respectivamente), er

arteria v vena caudal. Los catéteres se llenaron con una solucién salina heparinizada (20 Ul/n

para prevenir la coagulacién.

La hipoalbuminermta se produjo por un procedimiento de plasmaferesis (PLF). Se extrajo sangre

ml/kg x 5, durante 16 h) de la arteria caudal y se centrifugd a 2500 rpm. El plasma se deseché y
reemplazo volumen a volumen con una solucién Ringer-Lactato (Laboratorios Abbot, México, D..
El paquete sanguineo mas el Ringer se reinfundieron lentamente. Se desarrollé una bateria

pruebas de la actividad hepética y renal para evaluar la inocuidad del procedimiento de plasmafére
Se evaluaron las concentraciones de alblimina plasmitica por el método de verde de bromocres
durante la PLF y las 4 h siguientes (protocolo de farmacocinética). Se consideré que los anim:
presentaban hipoalbuminemia moderada si lz concentracién plasmitica de elbimina se hab

reducido al menos un 25% respecto a st valor basal.

Disefio experimental -

La Figura 6-1 representa los horarios de administracién y coleccion de datos farmacocinéticos y

farmacodmamicos

i
! GRUFDS .
TARRAGINING \

|
! ;
| Salna

I s 4"/ U RuAS INTASTAS '
!

on 5k

CARRAGENINA |
Salna + PLF

[ i/A’-"'— RATAS HIP D BUMINENN CAS
oh Eh

CARTAGENINA

TLM3ZmgKgbo ) ‘
ne "/4“"'_' L AETe3 NTASTAS i

ah Bh

CARRAGENING
TLM 10 mg/Kg {p o.)

L’
| — RATAS INTACTAE

Oh 2l
CARRAGENING .
TLM 10 g/Ka (po ) !
v :é—-/_ | RAYAS INTACTAS ;
oh 6h |
CARRABENINA |
TLM ibC rg/Kg (po )+ PLF i
v 1:4—-—’" . ) |
RATAS H PDR.BUANEY A3 .

oh &h

Miedicion de volumen de 2 Data y foma oe muestras sanguineas

———
i
|

"
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Los animales (n=36) se asignaron aleatoriamente en seis grupos experimentales. Con el fin de inducir
la inflamacién, a todos los animales se les administré subcutaneamente, en el cojinete plantar inferior
derecho, 0.1 mL de una suspensién de carragenina al 1 % en solucién salina (0.9%). La inflamacién
inducida se midié por pletismografia tal como ha sido previamente descrito [Winter ez al, 1962]. El
volumen de la pata se determiné una vez justo antes y durante las siguientes 6 horas (0, 0.5, 1, 2, 3, 4,
5y 6 h) posteriores a la administracién de carragenina y farmaco.

Inmediatamente después de la administracién de carragenina, ambos grupos control {ratas intactas ¢
hipoalbuminémicas, Iy 11} solo recibieron solucién salina y se les tomaron muestras sanguineas en el
mismo esquema que a los demés grupos, para evaluar la influencia del muestreo sobre el curso
temporal de la inflamacién. Los grupos 111 a V, recibieron dosis orales de 3.2, 10y 100 mg/kg de
tolmetin, suspendido en una solucién de carboximetilcelulosa al 0.5 %. El grupo VI fue 1nicialmente
sometido al procedimiento de PLF y posteriormente recibié una dosis de 100 mg/kg de tolmetin. El
firmaco se administré en un volumen igual a 4 mL/kg. Las muestras de sangre arterial de 400 uL
(n=8) se tomaron a tiempos seleccionados (0, 0.083, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 y 6 h). El mismo volumen que

se extrajo de sangre fue reemplazado con solucion salna estéril.

Determinacién de la concentracidn total y libre de tolmetin
La medicién de las concentraciones plasméticas total y libre de tolmetin  plasma se realizo
empleando el método de cromarograffa liquida previamente reportado por Borgd y Borg [1997]

Una breve descripcion de estos procedimientos se presenté en el Capitulo IV de esta tesis.

Andlisis de datos

Los cursos temporales de la concentracién total y libre del farmaco se analizaron con un enfoque
poblacional, empleando el método de primer orden implementado en el programa NONMEM [Beal
y Sheiner, 1992). Este enfoque hace posible el ajuste simultineo de los datos de todos los individuos,
describiendo la tendencia media de Ja poblacién y los perfiles individuales, asi como una estimacion

de la variabilidad inter-individual y del error residual.

La variabilidad inter-individual se ajusté empleando modelos exponenciales. La vanizbilidad res:dual
se modelé usando un modelo de coeficientes de variacién constantes para las concentraciones
plasmaticas de tolmetin, v un modelo adinvo para las mediciones del efecio. La selecaion del medelo

se basé en el anilisis exploratorio de grificas de bondad de ajuste, realizado con el programa hpose
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[Jonsson y Karlsson, 1999], los estimados de los parametros y sus intervalos de confianza. El va
minimo de la funcién objetivo (OB]) proporcionada por NONMEM también se empled como
criterio de seleccién de modelo. La diferencia en OB] entre dos modelos hierarquicos se distribx
aproximadamente en forma de una chi-cuadrada; se empleo un valor de significancia de p<0.05. I
resultados del andlisis de datos se presentan como el valor estimado y error estandar relativo. |
estimados de la vartabilidad inter-individual y de la vanabilidad residual se expresan cos

coeficientes de vartacidn (CV, %).

Modelos farmacocinéticos y farmacodindmicos

Los parametros farmacocinéticos poblacionales del tolmetin empleados para relacionarlos con
efecto antiinflamatorio corresponden a aquellos obtenidos en el Capitulo IIT de esta tesis, es decir
correspohdientes a un modelo abierto de un compartimento con absorcién de primer order
eliminacién tipo Michaelis-Menten. En este modelo se considerd la posible influendia de la alteraci
de la unién a las proteinas plasmaticas, después del procedimiento de PLF, sobre los paramer:
volumen de distribucién y depuracién, considerando la fraccién libre como un predictor de

concentracion libre a partir de la concentracion de albimina.

Para predecir los datos de inflamacién en los grupos de ratas intactas, se empled el modelo FC-T
desarrollado originalmente para describir el efecto antiinflamatorio del naproxén (ver Capitulo
[Josa et ai, 2000] ). Este modelo permite explicar el retraso observado en los grupos tratados con
farmaco respecto al control.

Ademas, este modelo asume que:

(1) La inyeccién de carragenina desencadena un formacién transiente de mediadores inflamator
(M), lo cual es descrito por K, la constante de formacién de orden cero. Esta constante
activa solo por un periodo limitado, entre la inyeccién de carragenina y Tsyn (la duraci

del periodo de formacién de la respuesta inducida, un parametro estimado por el modelo).

(1)  Larespuesta inflamatoria inducida por M, estd gobernada por una constante de primer ord
(K, la cual es inhibida por el tolmetin (pudiendo corresponder a la concentracién total «

la libre) en plasma.
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(i)  En ausencia de carragenina y/o farmaco en el organismo, el control del volumen de la pata
de la rata (nivel basal) se mantiene por un balance entre la produccién (representada por la
constante de orden cero, K,,), v fa degradacion (representada por la constante de primer
orden, K_,), de la respuesta inflamatoria. Este modelo se puede representar por el siguiente

juego de ecuaciones diferenciales:

df =K, -K, -(1- DRUG)- M (1)
1

d‘f ~K, (- DRUG)-M+K,, —K,, R )

MR

Donde dM/dt representa la velocidad de cambio de sintesis de mediadores inflamatorios, dR/dt esla
velocidad de cambio de la respuesta inflamatoria y DRUG es el efecto del tolmetin en el sistema. El
efecto inhibitorio del fArmaco sobre el sistema se caracterizd empleando un modelo sigmoidal de

efecto maximo (Emax).

Aunque el modelo anterior fue adecuado para describir el curso natural del proceso miflamarorio v
de la inhibicién de éste por el tolmetin total en plasma, no fue capaz de predecir la disminucion de
efecto inflamatorio inducido por la hipoalbuminemia. Entonces, fue necesario incorporar al modeio
poblacional, la concentracién de albimina como covariable de tipo exponencial. Para explorar la
influencia de los cambios en la fraccién libre, se emplearon los datos tanto de concentracidn libre
como total. El modelo final que permitié describir adecuadamente el efecto de la hipoalbuminemia

sobre el curso temporal del efecto anuinflamatorio del tolmetin total, se muestra en la Figura 6-2.

Andlisis Estadistwo. 1.os resultados del estudio farmacocinético y de inflamacién se presentan como
los valores promedio y su correspondiente desviacién estandar. La comparacion de los parametros
obrtenidos en los modelos FC-FD inicial y final se realizé con una prueba t de Student para datos

independientes. El nivel significancia estadistica se £1)6 en p<<0.05.
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Figura 6-2. Represemacién esquemitica del modelo integrado FC-FD) usado para describir el efect
antiinflamatonio del tolmetin en ratas control e hipoalbuminémicas.
RESULTADOS

Famaocindticay cambios en la wnion a proteinas plasndticas. Como se ha mencionado en el Capitulo ]
esta tesis, la disminucién significativa de la concentracién de albimina después de la PLF  (>25¢
tradujo en cambios no solo en el grado de unidn (la unién se volvié dependiente de la concentrac
sino también en la afinidad de la albimina por el tolmetin {la constante de asociacién disminuye

veces su valor).

Por otra parte, los resultados de nuestro estudio sugieren que la alteracidn de Ja union a las pror
plasmaricas del] tolmetin, durante un proceso de hipoalbuminemia moderada no influyé sob
farmacocinética del AINE. En todo caso, el aumento de la fraccién libre en ese grupo experim
confirma la exiscencia de saturacién en el mecanismo de eliminacién del tolmetin {ver Capitulo
Esta caracterfsica fue implementada en un modelo farmacocinetico poblacional, €] cual desc
adecuadamenre los resultados experimentales. En ese modelo, los estimados de los param
farmacocinéticos v de su variabilidad inter-individual son razonables, ademas de haber sido calcul
con una buena precision. A manera de resumen, en la Tabla 6-1 se preseﬁtan los estimados d

parimetros poblacionales FC del tolmetin segun e] modelo anterior.
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Tabla 6-1. Estznados poblzconales de los parémetros farmacoanéiicos del tbmetin po., segin
el modelo de elmmacidn tipo Michaels-Menton

Pardmetro Estimado  Variabilidad
Interindividual

Ka(min) 0.58 (19) NE

v 0.12 (8) 29 (42)

Vmax(mg.min) 0.63 (36) NE

Km (mg.L'Y 342 (43} 33 (34)

Variabilidad 24 (14) NA

residual en C

Varabilidad
1.2 {15 N
residual en Cu (t5) A

Los estimados de variabilidad intenindividual y residual vienen expresados
como coeliciente de vanacién (CV%). Entre paréntests aparecen los
esumados de la precisidn para cada parimetro expresados también como
CV%.NE, no esumado por el modelo. INA, no es aplicable.

Famnacdinamia en Ratas Intactas. Adicional a los grupos descritos en la seccidn de disefio experimental,

la eleccién de las dosis de trabajo se basaron en la curva dosis-efecto antiinflamarorio que se presenta

en la Figura 6-3.
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Figura 6-3. Curva dosis-ef.cto anuinflamatorio para el iolmetin en
ratas La vanable de respucsia ABG se refiere al area bajo la curva
del curso temporal de una varable global denominady % de
proteccion.

En esa grifica se puede apreciar que las dosis clegidas de 3.2, 10 y 100 mg/kg p.o. de tolmetin

cubren pricticanente todo el rango del efecto antiinflamatorio del AINT
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Por otra parte, en la figura 6-4 se describe el curso temporal del volumen desplazado para Jos gru
tratados con las dosis seleccionadas, asi como el control con salina, en ratas intactas. Como pu
observarse, el incremento maximo de volumen se obtavo a las 3 horas en el grupo conirc
representa un aumento de alrededor del 60% respecto a la medicién basal (479 + 5.2 vs. 293 =
ml). Los valores promedio del volumen basal de la pata de las ratas no fueron significativame
diferentes entre todos los grupos. De manera semejante a lo que ocurrié con naproxén (ver Caprt
V), en las ratas tratadas con tolmetin el desarrollo de la inflamacién se inhibe de manera dependx
de la dosis. Esto es, la inflamacién méxima observada en los grupos TIT a V fueron of 43.5 «+

426+35v 445+ 23y 346 + 44ml, respectivamente.

G-I Sahma

G-I TLM 3 2 mg/kg _
G-IV TLM 1¢ mg'kg

G-V TLM 100 mg/kg - M T N

50 -

44 @0

40

30 -

Volumen desplazado (mL)

20

0 1 2 3 4 5 g

Tiempo (h)

Figura 64. Curso temporal de la variable de medida de la inflamacién después del
tratamiento con salinay dosis crecienies de tolmetin po. en el modelo de edema por
carragenina en la rata.

Sin embargo, el tiempo necesario para alcanzar este maximo valor de la respuesta medida pare
retrasarse al incrementar la dosis y solo la dosis mayor (100 mg/kg), parecié mantener la inhibic

del desarrollo de la inflamacién hacia niveles basales durante todo el experimento (6 h).

Modelzje FC-FD en Ratas Intactas. Para modelar la relacion FC-FD con la informacién anterior se to

en consideracién que ese comportamiento de no-estado estacionario del tiempo al efecto maximo
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caracteristico de los sistemas modulados por cascadas de eventos fisioldgicos subyacentes a la
variable de respuesta medida. En estos casos, el enfoque de modelaje FC-FD recomendado es el
denominado de respuestas fisiolégic:as indirectas  (RFI), el cual supone que después de la
administracion del firmaco hay una lenta generacién de la respuesta, la cual esta gobernada por la

inhibicion o la estimulacion de factores que controlan esta respuesta [Dayneka et 4/, 1993; Jusko v

Ko, 1994]
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Figura 6-5. Curso temporal de la inflamacién después de la myecadn de carragenina y la
admunistracién de tolmetin (los puatos son las observaciones promedio, las lineas las prediccién
tipica del modele, la variabitidad de las observaciones se omite por claridad).

Por lo anterior, se decidié emplear el modelo FC-FD-RFI desarrollado para el naproxén (ver
Caprulo V). Después de valorar la utilidad de la concentracién libre como predictor de la respuesta
(datos no mostrados), se encontrd que era la concentracién total de tolmetin, la variable que mejor
predyjo el curso temporal de su efecto ansliflamatorio. En la Figura 6-5 se muestra el curso temporal
tpico predicho para la respuesta inflamaioria promedio, tal como lo describe el modelo que emplea
las ecuaciones 1 y 2. El efecto del tolmetin se describié adecuadamente con un modelo de efecto
maxuno sigmoidal inhibitorio.

Los estimados de los parimetros FD promedio se listan en la Tabla 6-2. El efecto maximo (Emax) se
f1;6 a 1. dado que en el caso del grupo V. la concentracién plasmatica total del farmaco fue capar de

bloquear, de manera practicamente completa. la evoluaiédn de la respuesta mflamatoria durante mas
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de 3 horas. Por otra parte, considerando que al tiempo anterior a la inyeccién de la carragenina dR.
=0=K,, - K, *E donde E; es el volumen basal de la pata, R;; entonces K., = K . *R.. El va
tipico de K, empleando los estimados de K..vE, fue 1.8 mL/h.

Fannacodinaria er Ratas Hipoalbuminéricas. El procedimiento de plasmaféresis por recambio de plas
por Ringer resulté en un disminucién gradual de la concentracién de albumina plasmatica

alcanzé significancia después de 12h. Esta disminucién fue superior al 25% (hipoalbumnimer

moderada) a las 16 h (Fig 6-6).
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Figura 6-6. Evolucién de la concentracién de albimina duramte el procedimiento de
plasmaféresis parz inducir un estado de hipoalbuminemia en ratas (las barras son el promedio
de 6 observaciones, las lineas verticales representan el error estandar de la media)

Después de alcanzar este nivel, la reduccién de la concentracién de albiimina permanecié consta
durante el periodo de 6 horas que dura el experimento de inflamacién. El procedimiento
plasmaféresis no provocé pérdida significativa en el peso de los animales.

El procedimiento de plasmaféresis no modificé significarivamente el volumen basal de la para. !
embargo, después de la -admimstracion de carragenina, la evolucién del volumen desplaz:
(inflamacién) en el grupo sometido a PLF fue significativamente menor al del control en ra
intactas y atn mas, la respuesta inflamatoria méxima fue retrasada (Figura 6-7). Después de
administracién de una dosis oral de 100 mg/kg de tolmetin (grupo VI), en las r:

hipoalbuminémicas la respuesta inflamatoria no se vio modificada significativamente respecto
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: . g
grupo V (ratas intactas) vy en todo caso, se puede apreciar que una reversion del efecto

antiinflamarorio un poco mas rapida en el grupo VI comparado con el grupo V.

55
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Figura 6-7. Curso temporal de la inflamacidn inducida por la administracién subplantar de
carragenina en ratas intactas, hipoalbuminimicas e hipoalbuminémicas tratadas con 100 mg/kg de
wlmetin po. (las observaciones se representan como el promedio de 6 observaciones + el error
estandar de la media

Modelaje FC-FD en Ratas Hipoalbworandmicas. Al aplicar el modelo FC-FD desarrollado anteriormente
para las ratas intactas, con el fin de ajustar simultdneamente todos los grupos experimentales, las
predicciones obtertdas fueron poco satisfactorias. Lo anterior fue independiente del empleo de la
concentracién total o libre del firmaco como modulador de la respuesta del tolmetin (datos no
presentados). Entonces, fue necesario explorar la forma de considerar el efecto del cambio en la
concentracién de la albimina plasmatica sobre todo el sistema FC-FD. Al emplear el enfoque
poblacional considerando esta concentracidn de albimina como una covariable predictora de los
parametros del modelo FC-FD, se encontrd que fueron la constante de generacién de mediadores
inflamatorios (K) y en menor medida el tiempo de generacién de los mismos (T, ), los factores que
se ven influenciados. De esta forma, la inclusién de ALB como covarnable de ambos, permiué
predecir de manera razonablemente adecuada el curso temporal promedio de todos los grupos

experimentales. Por motivos de compamcién, en la Figura 6-8 solo se presentan las prediceiones para
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los grupos cortrol de ratas intactas e hipoalbuminémicas, ast como los grupos administrados con 1€

mg/kg de tolmetin (intactas e hipoalbuminémicas).
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Figura 6-8. Predicciones medias del modelo integrado FC-FD-RFI pargzThiluencia de I #5CESEminemia sobre:
curso remporal de la inflamacién y del efecto antinflamarorio del tolmetin en el modelo de edema por carragenina ¢
la rata (tos puntos son las observaciones promedio, las liness las prediccién tipica del modelo, la variabilidad de 1
observaciones se omize por daridad)

En esa figura puede apreciarse que ain el comportamiento de reversién anticipada del efect
antiinflamatorio del tolmetin observado en el grupo VI respecto al grupe V, pudo ser anticipado pc

el modelo FC-FD-RFL

El modelo integrado FC-FD-RFI que considera la aproximacién poblacional y las covariables
mostré en la Figura 6-2. En la Tabla 6-2, se listan de manera comparativa con el modelo FC-FD e

ratas intactas, los estimados de los parsmetros FD promedio generados en este modelo.
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Tabla 6-2: Estimados poblacionales medios de los parimetros farmacodinamicos obtenidos del modelaje FC-FD
de! efecto antiinflamartorio del tolmetin administrado oralmente a ratas control e hipoalbuminémicas

MODELOS FC-FD-RFI

Parametro
I. Ratas Intactas I1. Ratas Hipoalbuminémicas
Keu () 0.07 0.06
Krs (1) 57 196 %
Ko (mL/h) 0.27 Q.05*%

COV{ALB] 1 (K)

COV-ALB) 2 (Tqn)

Variabihidad Resiclual

Los wvalores mostrados son los estimados poblacionales promedio.La vanabihidad residual se expresa como
coeficiente de variacion (%). Ko, es la constante de primer orden de degradacidn de la respuesta; K, es la
constante de primer orden de la bberacidn de los mediadores inflamatorios en el compartimento de la inflamacidn;
Kz es la constanie de orden cero, para sintesis de mediadores de la; Tom, es la duracién de la sintesis de la
inflamacidin; Ec, es la volumen basal de la pata; ICs, es la concentracidn de tolmetin gue genera la mitad de la

tnhibicion mdxima de Kix ; v es el pardmetro de sigmoidicidad; NA. No aphea. COV-fALB] 1y 2 son los
caeficientes de lx covariable, concentracion de albiiming, actiando sobre el pardmetro especificado ™ (p<<0.03).

El valor tpico de K, para este modelo, estimado como se menciond antes y empleando los valores
de K, v E, correspondientes, no cambié respecto al estimado en el modelo para ratas intactas {2.08
mL, ). Sin embargo, la constante de orden cero de sintesis de mediadores se redujo
sigrificativamente, ain cuando el tiempo durante el cual se produjeron los mediadores (T..) no
parecid cambiar. Este aparente aumento de la velocidad de sintesis de mediadores se vio
contrarrestado por una disminucién en la velocidad de pseudosecrecion (K.) de estos en ¢l

comparumento de la respuesta medida. En todo caso, el cambio mas importante en los parametros
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del modelo se dio en el caso del drastico aumento de la potencia in vivo aparente (CI;;) del tolme

provocada por el estado de hipoalbuminemia en las ratas.

DISCUSION

Influencia de la dlrevacion en la vnion a protemas plasnaticas sobre la farmacocinetica. Durante mucho temp
ha asumido que la unién a las proteinas plasmdticas limita el acceso de los AINEs al esp:
intersticial perivascular [Lin e 4/, 1987]. Esta posibilidad es una consideracién importante e
terapia dado que la respuesta clinica a los AINEs deberfa corresponder con las concentracic
dentro del tejido inflamado que a aquellas medidas en el sistema vascular. Simkin et 4 [1994],
propuesto que la trascendencia de la unién a proteinas de los AINEs es mas bien limirada ya
estos farmacos en general tienen elevados grados de unién (>90%) y una variacién de la ur

deberia conducir 2 cambios en la vida media de eliminacién, lo cual no se ha demostrado.

En este estudio, v tal como se ha demostrado previamente (ver Capitulo V), los resultados sugue
que la alteracién en la unién a las proteinas plasmaricas del tolmeun, durante un proceso
hipoalbuminemia moderada no influyé sobre la farmacocinética del AINE. En todo caso, el aume
de la fraccién libre en ese grupo experimentat si confirma la existencia de saturacién en el mecarns
de eliminacién del tolmetin. Esta caracteristica fue implementada en un modelo farmacociné
poblacional, el cual describié adecuadamente los resultados experimentales. En ese modelo,
estimados de los parimetros farmacocinéticos v de su variabilidad inter-individual son razonab
ademas de haber sido calculados con una buena precisién. La media poblacional de estos paramer
fue empleada para calcular la concentracién total de tolmetin que habria de modular su efe

antiinflamatorio en los modelos FC-FD-RFI implementados posteriormente.

Farmacodmenia. £l modelo de edema inducido por carragenina ha sido usado desde hace nempo p
evaluar la actividad antiinflamatoria de diferentes firmacos [Winter et 4/, 1962; Nantel erd, 19
Seibert er al, 1994; Smith, et 2, 1998]. Atin cuando el toimetin ha sido ampliamente utilizado e
terapia de enfermedades inflamatorias como la artritis reumaroide y la osteoartritis [Ehrlich, 19
Cassidy, 1999], no se han publicado trabajos clinicos o en modelos experimentales donde se expli

la relacién entre Ja concentracién de este AINE y su efecto antunflamatono. Consecuentemer
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tampoco se ha explorado la influencia potencial de la modificacién de los niveles circulantes de

alblimina, tal como ocurre en diversas patologias.

Algunas de estas enfermedades, que afectan el funcionamiento hepético, renal y ain la desnutricion
grave, provocan una disminucién dristica de los niveles circulantes de albimina en el torrente
sanguineo [Tozer, 1984; Zini er 4, 1990]. Si se considera que el fenémeno inflamarorio es causado
por una migracién del exudado protéico del plasma hacia el espacio extracelular [Guyton y Hall,
1998], podrfa anticiparse que un cuadro de hipoalbuminemia modifique el proceso inflamatorio v
quizs Ja accién de los fArmacos anti-inflamatorios. En este trabajo se unlizé un procedimiento de
plasmaféresis (10 ml/kg x n=5; durante 16 h) en ratas Wistar macho para producir una
hipoalbuminemia moderada y se evalué el curso temporal de la inflamacién subsecuente a Ia
inyeccién subcutdnea de carragenina (1%). El curso temporal de la concentracién de ALB mostro

una disminucidn significativa (>25%).

Comparado con la inflamacién en el grupo control, las ratas hipoalbuminemicas mostraron una
disminucion significativa y retrasada en la formacién del edema, sugiriendo que una disminucién de
la presién oncéuica del plasma reducirfa la capacidad de extravasacién y, por tanto quizas, el

requerimiento de farmacos antiinflamatorios.

Modelzie FC-FD. Se ha sugerido que con el fin de elegir el modelo FC-FD mas apropiado es esencial
identficar el o los procesos bioldgicos que estdn implicados en el desencadenamiento de una
respuesta inducida por un farmaco. Eventualmente los procesos FC, la distribucion a Ja biofase, la
interaccién farmaco-recepror, la transduccién de sefiales y los eventos post-receptor son factores que
alteran el comportamiento farmacodinimico de un compuesto. Cuando es posible conrar con ia
informacién anterior, aunque sea parcialmente, es posible vincular la FC y la FD con uwm zoporte

fisiolégico real en vez solo mimeros y ecuaciones abstractas [Perez-Unzar etal, 2000].

Para estimar los parimetros FD “in vivo” del tolmetin, se empled un modelo poblacional FC-FD de
respuestas fisiolégicas indirectas, el cual habfa sido desarrollado para deseribir el efecto
antiin{lamatorio del naproxén (ver Capitulo V [Josa czal, 2000] ). Este modelo se fundamenta en la
consideracién de que ¢l AINE (tolmetin o naproxén) ejerce su accién a traves de la inhibicion del

factor que gobierna el incremento de respuesta (sintests de los mediadores inflamatorios).
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En ese sentido, fisiolégicamente se ha demostrado que la expresién de la COX-2 es inducida pc
administracién de carragenina en el cojinete plantar de la rata. Esto desencadena un proc
inflamatorio que puede ser bloqueado por la administracion de antiinflamatorios no esteroid
tradicionales v, especificamente por inhibidores selectivos de la COX-2 [Seibert, ez 2/, 1994]. E:
resultados apovan la hipétesis de que la PGE, derivada de la COX-2 juega una papel crucial e
iniciacién y, sobretodo en el mantenimiento de la respuesta inflamatoria. Sobre 1z base de e
consideraciones, el modelo empleado asume que el tolmetin ejerce su accidn a través de la inhibic
del factor que gobierna el retraso en el inicao de la respuesta inflamatoria, mas que en -

disminucién de la magnitud de la inflamacion.

En efecto, parece ser que el tolmetin al igual que naproxén actia bloqueando el paso desd:
compartimento de los mediadores hacia el compartimento de 1a respuesta inflamatoria; es decir,
solo sobre la sintesis sino también en la liberacion de algunos mediadores de la mflamacién.

modelo parecido fue empleado por Gozzi & 4/ [1999] para explicar el incremento transitorio d
concentracién plasmatica del TNF-o inducida por el lipopolisacirido en ratones. Nosot
adaptamos ese modelo de manera que el firmaco actuara a través de la inhibicién de la Ky, , eri lu
de a través de la inhibicidn de K, como en el estudio de Gozzi. Nuestro modelo FC-FD asume «
la produccion de los mediadores de la inflamacién se incrementa durante cierto periodo de tiem
(T,,) después de la inyeccidn de carragenina, asimismo que el incremento de la respuesta inflamatc

depende de la cantidad de tales mediadores.

Es importante subrayar que en el grupo basal, nuestro modelo fue incapaz de describir un aume
de volumen en la pata pequefio v transitorio observado entre O y 30 minutos. Sin embargo, el ede
producido en este periodo parece ser el resultado de la liberacién local rapida de bradicinina, la ¢
es insensible a la accién antiinflamatoria de los AINEs, tal como ha sido descrito anteriorme
[Seibert ez al, 1994; Hargreaves e a/, 1988). Por ello, esta pérdida de predictibilidad del modelo poc
ser considerada irrelevante en la accién del tolmetin. Por otra parte, se observd una segunda fase
mncremento substancial del volumen de la pata, a partir de los 30 minutos, el cual alcanzd su maxi
después de 4 h y disminuyd notablemente hacia las 6 h (grupo control). Estos resulta
correlacionan con el incremento observado en ef mRINA de la COX-2 i 2o, asi como de

formacién de PGs pro-inflamatorias, reportados por Seibert er 4 [1994] y Smith er 4/ [19%
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Asimismo, €l periodo de expresién y actividad incrementada de Ja COX-2 correlaciona con la

duracién estimada por el modelo para la sintesis de mediadores inflamatorios (Tsyn = 2.9 h).

Como se mencioné previamente, la administracién simultinea de carragenina y tolmetin en dosis
. s » . - . -
crecientes, mostrd que el farmaco parece inducir un retraso en el curso temporal de la inflamacién.
Esto es, que el curso natural de la liberacién de mediadores de la inflamacion es frenado por la
actividad inhibitoria del tolmetin a dosis bajas (3.2 mg/kg). Ahora bien, al administrar dosis mas altas
(10 v 100 mg/kg), la respuesta inflamatoria méxima, no solo se retrasa sino que es reducida, en
camparacién con el grupo control. Este perfil de efecto antinflamatorio fue observado en el caso del

naproxén, tanto en esta tesis, como por Castafieda-Hernandez etal [1995].

Por tanto, las consideraciones del modelo sobre [a cinética de la accién del farmaco parecen ser
correctas dado que las predicciones correlacionaron adecuadamente con las observaciones a lo largo
de todo el curso temporal de la inflamacién en los grupos de ratas intactas. Mas atn, cuando se
evalud la eficiencia predictiva del modelo en el caso de las ratas hipoalbuminémicas, solo fue
necesario incorporar la concentracién de albimina como covariable exponencial en los procesos de
formacién de mediadores de la inflamacién (K, y T,,). Lo anterior parece congruente desde el punto
de vista fisiolégico, va que la formacién del edema depende grandemente de la capacidad de
extravasacién de agua y proteinas plasmiricas desde el sistema circulatorio hacia el tejido dafiado
[Guyton y Hall, 1998]. Entonces, después de un procedimiento de PLF, donde la concentracién de
albimina disminuyé dristicamente, cabe esperarse que disminuya la presién oncotica en plasma v
por tanto la capacidad de fuga de fluido hacia el espacio extravascular. Lo anterior explicaria el curso

temporal disminuido y retrasado de la inflamacién.

Por otra parte, considerando que la interaccién firmaco-proteina en el caso del tolmetin es elevada
bajo condiciones normales, pero parece modificarse en un proceso de hipoalbuminemia (ver
Capitulo III), podria anticiparse que la respuesta al farmaco se modificara al disminuir la
concentracién de proteinas. En este caso las  predicciones del modelo FC-FD poblacional
modificado, demostraron que no existen cambios en la velocidad de produccidn la respuesta (K )
inducidos por la hipoalbumineniia. Sin embargo, el estado hipoalbuminémico si parecié modihicar la
potencia predicha para el tolmetin, ya que la Cl,; estimada disminuyo mas de 30 veces respecto a la

esturada en ratas intactas. La exphcacién a este incremenio en la potencia aparente del wolmeun e
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incierta, pero podria estar relacionada con la disminucién en la constante de afinidad de la aiblim
por el tolmetin (ver Capitulo III). Congruente con lo anterior, Curnock et 4/ [1997] reportaron
en un experimento 2 T, un aumento de 10% en la unidn a protefnas de dos inhibidores selectt
de la COX redujo 32 veces su potencia.

En cuanto al efecto miximo, no se observaron modificaciones. Lo anterior, en parte, pudo deber:
que no se evalud el efecto antiinflamatorio del tolmetin de dosis inferiores a 100 mg/kg en r:
hipoalbuminémicas. Finalmente, tanto las observaciones experimentales como las predicciones

modelo FC-FD final, mostraron una pequefia tendencia a la reversién del efecto antiinflamatorio
tolmetin hacia las 6 horas. Esta reversién parecid ser ligeramente mayor en el caso de las r:
hipoalbuminémicas. En ese respecto, en una revision teérica Levy [1976], propuso que

incrementos en la fraccién libre de un agente altamente unido a protefnas, podria conduc
incrementos en la intensidad, pero a un acortamiento en la duracién de la respuesta, despues ds

administracion de dosis altas.

En resumen, se propuso un modelo FC-FD de respuestas fisioldgicas indirectas para describu
influencia de la hipoalbuminemia sobre €l efecto antiinflamatorio del tolmetin en la rata. El mod
descrito incluye un compartimento extra que explica la sintesis y hberacién de mediadores de
inflamacién v que es el blanco del firmaco. La incorporacién de los datos de hipoalbumimern:
modelo produjo una aparente elevacién de la potencia del tolmetin (CI,,=0007 uM). De hecho
enfoque poblacional del modelo FC-FD demostré que la concentraciéon de albumina es 1
covariable predictiva de la constante de velocidad (K,) y el tiempo de sintesis (T} de los mediade
de la inflamacién. Fisiolégicamente, lo anterior puede entenderse de acuerdo al nivel de mteracc
del tolmetin con la COX, ast como las caracteristicas de uni6én del farmaco a la albimina plasmati
Con los resultados anteriores pudo demostrarse la utilidad del modelaje FC-FD en la descripcién
mecanismo de accién subyacente a la actividad antiinflamatoria del tolmetin. Ademas, se demos
que la disminucién en la unién a proteinas plasmaéricas, provocada por la hipoalbuminemia, modif

la respuesta inflamatoria y la potencia del farmaco, pero no su efecto maximo.
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DISCUSION GENERAL

GENERALIDADES. Mientras que la .farmacocinética describe los cursos temporales de la
concentracién de firmaco en los fluidos del cuerpo, resultantes de la administracion de una cierta
dosis de un firmaco, la farmacodinamia relaciona el efecto observado resultante de una cierta
concentracién del fArmaco. La racionalizacién del modelaje FC/FD es vincular ambas disciplinas con
el fin de establecer y evaluar la relacién dosis-concentracién-respuesta y, subsecuentemente describir
y predecir los cursos temporales del efecto resultantes de una dosis del farmaco [Holford y Shemer,

1981].

Bajo condiciones farmacocinéticas al estado estacionario, la relacién concentracién-efecto puede ser
descrita por diversos modelos farmacodindmicos relativamente simples, que incluyen el modelo del
efecto maximo y el modelo sigmoidal [Venitz, 1995; Bellisant et &, 1998]. Sin embargo, cuando las
condiciones no son de estado estacionario, se requieren modelos FC-FD integrados mas complejos
para vincular y cuantificar la posible disociacién entre la concentracién y el efecto observado. La
eleccién de un tipo de modelo o atin la forma de abordar este, depende del objetivo del estudio, de

las variables implicadas, asi como de las herramientas de andlisis de datos con que se cuenta

[Derendorf y Meibohm, 1999; Pérez-Unzar et al, 2000 ].

En el caso particular de los agentes analgésicos antiinflamatorios no esteroidales (AINEs), existen
diferentes variables que complica el establecimiento de las relaciones FC-FD. Entre éstas se
encuentran la dificultad inherente en la medicién del dolor y por tanto del efecto analgésico, la
ausencia de un punto final preciso de la respuesta, la naturaleza del episodio doloroso, las diferencias
interindividuales de los pacientes, los fenémenos de tolerancia, los efectos wrreversibles, asi como la

activacién de los sistemas endégenos para el control del dolor (Walker, 1995).

Mientras que es claro que la activid.d analgésica de los opioides esta mediada por el acoplamiento del
farmaco con su receptor, se supous que la analgesia producida por los AINEs se debe, basicamente a
su actividad indirecta de inhibicién de la sintesis de prostaglandinas. Estas diferencias en los
mecanismos de accién deben ser consideradas al momento de proponer modelos que relacionen la

concentracion con el efecto analgésico.
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Ahora bien, se ha descrito que, en la practica clinica, en ambos tipos de analgésicos suele observarse
un retardo entre la aparicién efecto respecto a la aparicién del firmaco en sangre [Mandema y
Stanski, 1996; Kietzmann e 4/, 1997]. Estos retardos suelen verse enfatizados si el farmaco se
administra por via intravenosa o si se absorbe muy rapidamente. Si la absorcion es un proceso
relativamente lento, entonces el retardo es menos marcado. Por ello, no es extrafio observar que el

curso temporal de la analgesia y de la respuesta antiinflamaroria es independiente de la vida media del

farmaco.

En contraste, estos retardos no se han observado en modelos experimentales de dolor [Granados-
Soto et al, 1993, 1995b; Stevens & af, 1995]. Lo anterior puede tener relacién con los métodos de
evaluacién del dolor, usualmente mas objetivos en el caso de los modelos animales, asi como con el
fendmeno del efecto placebo. En efecto, se considera que la administracién de farmaco, pero
también de placebos desencadena la liberacién o activacién lenta de productos analgésicos
endégénos[Levine a o, 1978) En todo caso, la disociacién de los efectos analgésico y
antiinflamatorio de este grupo de firmacos podria estar mediendo también parte del retardo

farmacodindmico [Walker, 1995].

EVALUACION PROBABILISTICA DE 1.A EFICACIA ANALGESICA EN RELACION A
LA BIODISPONIBILIDAD DEIL KETOROLAC EN PACIENTES CON DOLOR
POSTOPERATORIO. Esta ampltamente documentado que el ketorolac es un AINE que se
distingue de la mayoria del resto de farmacos de esta familia por su elevada potencia. Por ello, €l
ketorolac se empleado satisfactoriamente en el tratamiento del dolor postoperatorio, sobretodo el de
severa intensidad. Sin embargo, también esti claro que la mejor estrategia de dosificacién, en lo
correspondiente a la relacién eficacia/seguridad, atin no est4 bien definida, ya que existen distintos
reportes de toxicidad en el intervalo de dosificacion recomendado. Por tanto, considerando los
alcances de la teoria del analisis simultaneo farmacocinético/farmacodinamico respecto a los puntos
anteriores, el objetivo de este trabajo fue establecer bases racionales para la dosificacién de este

potente analgésico en el tratamiento del dolor postoperatorio.

En el capitulo I de esta tesis se demostré que en una muestra de 24 pacientes procedentes de
diversas ciruglas, reportando una intensidad de dolor inicial muy severa, la mayoria de los casos se

observé un alivio significativo durante la primera hora posterior a la administracién de 30 mg i.m. de
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ketorolac. Estas observaciones iniciales confirman la adecuada eficacia analgésica del KT reportada
previamente en poblaciones similares de pacientes [McQuay et al,, 1986; Morrow et al, 1993]. Sin
embargo, la obtencién del efecto analgésico maximo solo se observo después de una evolucion
gradual. De hecho, el ketorolac se absorbié rapidamente después de la administracion intramuscular,
por lo que como en otros estudios, se observd un considerable retraso entre la analgesia y las
concentraciones plasmdticas del ketorolac [Flores-Murrieta v Granados-Soto, 1996; Gillis y Brogden,
1997]. Por ello, no fue posible establecer una relacién entre la farmacocinética y la farmacodinamia
del KT. Se ha propuesto que este retraso sea debido a una lenta transferencia desde la circulacion

hacia su sitio de accién [Mandema y Stanski, 1996].

Entonces, debido a la naturaleza subjetiva de la evaluacion del dolor se decidié emplear un enfoque
probabilistico para evaluar la adecuabilidad de la dosis de ketorolac usada. Este enfoque, fue
propuesto por Laska e 4l [1991]y se basa en analizar las propiedades de inicio de efecto y duracion
de un analgésico con modelos bivariados de cura, los cuales consideran tanto las distribuciones de
probabilidad acumulada {los resultados observados), como las de sobrevivencia (datos censurados o
incompletos). Nosotros modificamos este enfoque adaptandolo 2 un modelo de analisis no
paramétnco Kaplan-Meiers al limite para datos censurados. Los resultados obterudos con dicho
andlisis indicaron que es posible anticipar que el dolor severo o muy severo practicamente
evolucionara en todos los pacientes de esta poblacién hasta un mivel de alivio de dolor moderado
antes de una hora; tambien, que tal alivio evolucionara hasta un nivel adecuado antes de 3 horas y
que, finalmente, perdurara por al menos 5 horas. Este perfil de eficacia analgésica fue observado en
oro estudio donde ¢l ketorolac alcanza su maximo efecto entre 3 y 4 horas después de la
administracion, y el efecto perdura al menos por 6 horas [Fineschi et &, 1997]. En otro trabajo €l
ketorolac, 30 mg 1.m., demostré tener un tiempo de latencia (8 min para el 25% de la poblacion y 26
min para el 50 %) inferior al de morfina 10 mg im.; ademds, el tiempo transcurndo antes de
administrar la siguiente dosts fue superior a 13 horas [Rice ¢t &, 1991]. Por tanto, se concluyd que
despues de la administracion intramuscular de 30 mg de trometamina de KT a pacientes con dolor
postoperatorio severo, el andlisis probabilistico predice un tiempo de efecto de 6C munutos, con
probabilidad maxima de alcanzar el alivio total del 72 %. Entonces, no se justifica el empleo de dosis
superiores a 30 mg o bien la remedicacién antes de una hora Adicionalmente, de acuerdo con los
resultados presentados se demuestra claramente que el efecto analgesico del ketorolac en dolor

. .y ;o
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Por otra parte, si bien los resultados del trabajo anteriormente descrito muestran la utilidad del
modelaje FCFD con un enfoque de probabilidad en la racionalizacién de la dosificacion del
ketorolac, la propia naturaleza estadistica del andlisis no permite una explicacién fisiologica de los
mecanismos involucrados en la accién del farmaco. Ademas, como se ha mencionado
anteriormente, los AINEs presentan una actividad analgésica/antiinflamatonia diferencial por lo que
nos parecié congruente que una forma de plantear todo el potencial del andlisis integrado FC/FD,
fuera el abordar la relacién entre la concentracién plasmatica y el efecto antinflamatorio de otros

ATNEs desde un punto de vista mas fisiologico.

Por ello, a lo largo del resto de este capitulo se discuten desde una perspectiva comparativa los
diferentes enfoques que se pueden emplear en la interpretacién de la informacién farmacoanética y
farmacodinimica del tolmetin v del naproxén. Ademds, debido a las particularidades de estos
firmacos (unién a proteinas plasméticas elevada y saturable) se evalud, tomando como modelo al

tolmetin, el efecto de la hipoalbuminemia sobre a relacién FC-FD.

DIFERENCIAS FARMACOCINETICAS DEBIDAS AL GENERO. Uno de las variables que suelen llamar la
arencién, es el impacto del género sobre las caracteristicas farmacocinéticas y farmacodindmicas de
los farmacos [Belerle et af, 1999; Bonate, 1991; Harris et &, 1995; Thurman v Hompesch, 19981
Nuestro grupo ha reportado previamente observaciones preliminares que sugieren la presencia de
diferencias farmacocinéticas del tolmetin relacionadas al género [Granados-Soto et 4/, 1996). En el
capftulo 2, se han mostrado los resultados que extienden nuestras observaciones previas. En este
trabajo, se estudié la farmacocinética del tolmetin después de la administracidn de dos niveles de
diferentes dosis, 3.2 v 10 mg/kg en ratas macho y hembras. Estas dosis fueron seleccionadas como
ha sido previamente reportado, ya que estas producen un efecto antinociceptivo significativo [Flores-
Acevedo e al, 1995]. El objetivo de ese estudio fue poner de marifiesto la relevancia de las
diferencias farmacocinéticas entre géneros y con elio elegir la convemiencia de uno u otro en los
estudios subsecuentes. Por ello, el abordaje empleado en esta parte wel trabajo fue el analisis no
compartimental. Utilizando este enfoque pudimos apreciar que la vida media del tolmetin fue
aproximadamente dos veces mis alto en hembras que en machos. Como consecuencia de una vida
media prolongada, los valores de ABC en hembras fueron mas altas en hembras que en machos. La
depuracién del tolmetin fue significativamente més bajo en hembras que en machos. Estos

resultados sugieren que la eliminacién del tolmetin esta reducida en las hembras con respecto a los
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machos. El hecho de que no hubiera diferencias significativas de la vida media y depuracién entre las
dosis a través de un género dado sugiere que la eliminacion del tolmetin en ambos hembras y machos
es hineal. Es bien conocido que la actividad del citocromo P450 es mayor en machos que hembras
[Kato v Yamazoe, 1992]. Ademas, la presencia de formas especificas del género de citocromo P450
en ratas, referidas como P450 de macho P450 de hembras, ha sido reportado en la rata [Ryan et 4/,
19841, El citocromo P450 esta involucrado en la biotransformacién del tolmetin a los metabolitos
hidroxilados y carboxilados [Insel, 1995]. Por lo que es probable que las diferencias farmacocinéticas
relacionadas al género observadas en la rata sean debidas a variaciones en la actividad de las
1soformas del citocromo P450. Nuestros resultados sugieren que no existe diferencias en la absorcién
del tolmetin relacionadas al género, puesto que no existieron diferencias significativas entre hembras

y machos en los parametros concentracién maxima y tiempo a la concentracién maxima.

En cualquier caso, la variabilidad mostrada en las hembras tanto en los datos originales, como
* . ’ . . e ey z
posteriormente en los parametros, condujo a la definicién de que las ratas machos eran mds
convenientes para el resto de los estudios que conforman esta tesis. Entonces, en vista de que los
presentes resultados confirman evidencias preliminares sobre la existencia de diferencias relacionadas
al género en la eliminacién del tolmetin al menos en la rata. Resta por ser investigado, si estos

resultados pueden ser extrapolados a otras especies, vy son relevantes terapéuticamente para el caso de

los humanos.

INFLUENCIA DE LA UNION A PROTEINAS PLASMATICAS SOBRE LA FARMACOCINETICA.. Durante
mucho tiempo se ha asumido que la unidn a las proteinas plasmaticas limita el acceso de los AINEs
al espacio mntersticial perivascular [Lin a 4, 1987]. Esta posibilidad es una consideracién importanze
en la terapia dado que la respuesta clinica a los AINEs deberfa corresponder con las concentraciones
dentro del tejido inflamado que a aquellas medidas en el sistema vascular. Simkin ez af [1994], han
propuesto que la trascendencia de la unién a proteinas de los AINEs es mas bien limitada ya que
estos farmacos en general tienen elevados grados de unién (>90%), v una variacién en la unién
deberia conducir a incrementos en la vida media de eliminacién, lo cual no se ha demostrado. En
nuestro trabajo, un estado de hipoalbuninemia moderado incrementd la fraccidn libre del tolmetin
en mas de 500%. Sin embargo los cambios asociados en ¢l volumen de distribucién aparente del
tarmaco total en plasma no alcanzaron a ser significativamente correspondientes con el ncremento

en la dosis del tolmetin, segiin I2 prediccidn tedrica.
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Tedricamente se ha establecido que el volumen de distribucion depende del volumen del plasma, del
volumen del lquido extravascular, asi como de la fraccién libre del firmaco en plasma y tejdos
[Mackichan, 1992; Tozer, 1984; Ote & al, 19801 Interesantemente, en el grupo experimental
sometido a PLF y administrado con 100 mg/kg de tolmetin po. se observé una tendencia a dismumur
el valor del volumen de distribucién respecto a las ratas intactas. A este respecto, se¢ sabe que bajo
condiciones fisiolégicas, la proporcién de albtimina en el espacio extravascular es mayor que la
presente en el liquido plasmitico. Sin embargo, dado que la-afinidad de un farmaco por un sitio de
unién sobre la proteina es igual en cualquier sitio, es el flujo de recambio de albimina desde el
plasma hacia el espacio extravascular, lo que limitaria la concentracién libre de farmaco en ambos
sitios. En todo caso, dado que la concentracién de albémina es mayor en el plasma, se anticipa que

existira una fraccién libre mayor del firmaco [Guyton y Hall, 1998].

Entonces, en un estado de hipoalbuminemia la disminuaén de la concentracién de albiimina
disminuye la presién coloidosmética provocando un flujo neto de salida de liquido (edema
extravascular) y un incremento en la fraccién libre del firmaco. No obstante, también se ha descrito
que puede ocurrir un aumento en la permeabilidad capilar. Por tanto, para tratar de mantener el
equilibrio de presién, podria generarse una fuga de albimina desde el espacio extravascular hacia el
plasma, incrementando consecuentemente la fraccién libre en tepdos. Entonces, aparentemente esta
fraccion libre extravascular, la cual no es posible medir experimentalmente, parece jugar un papel de

contrapeso al aumento de la fraccién libre en plasma.

INFLUENCIA DE ALTERACION EN LA UNION A PROTEINAS PLASMATICAS SOBRE EL  EFECTO
ANTINFLAMATORIO DE LOS AINES. Farmacodinamicamente, el estado de hipoalbuminermia se reflejo
en un cambio en el comportamiento del curso temporal de la inflamacién: Es decir, al comparar los
cursos temporales del volumen desplazado después de la administracion de carragenina en ratas
intactas (control) e hipoalbuminémicas, fue evidente que la PLF inhibié la capacidad inflamatoria del
tejido. Es conocido que bajo condiciones normeales, en un estado agudo de mflamacién el aumento
en la permeabilidad capilar genera la fuga de liquido hacia el espacio extravascular circundante al
tejido lesionado. Este aumento en la permeabilidad capilar también permite que exista un thyjo mayor
de proteinas en tal espacio (transudado), lo que incrementa la presién oncotica y atrae mas liquido,
traduciéndose en el fendmeno inflamatorio observado. No obstante, cuando existe un estado de

hipoalbuminemia, la cantidad de proteinas disponibles para ser transudadas es mucho menor, lo que
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en nuestro estudio parecié traducirse en una capacidad inflamatoria disminuida, practicamente a la
mitad, no solo en cuanto a magnitud (vista como 4rea bajo la curva), sino también como un

incremento en el tiempo necesario para alcanzar el pico de inflamacién.

Bajo esas condiciones, el tratamiento del cuadro mnflamatorio con una dosis de 100 mg/kg de
tolmetin, no incrementd la capacidad antiinflamatoria del AINE. De hecho, a esa misma dosis
parecia haberse ya alcanzado el miximo efecto antiinflamatorio del tolmetin en ratas sin PLF. En
efecto, el efecto antiinflamarorio del tolmetin evaluado de manera global a través del area bajo la
curva de % de proteccién (una variable derivada) contra tiempo, mostré una eficacia dependiente de

la dosis hasta el nivel de 32,56 y 100 mg/kg donde parecié alcanzar el maximo.

Es conveniente, entonces, remarcar que la falta de un efecto antiinflamatorio toral puede explicarse
desde dos puntos de vista. Primero, debido a que el estimulo inflamatorio debido a la administracion
de carragenina, que desencadena una variedad de eventos de mecanismos intra y extracelulares, de los
que en un principio destaca la liberacién histamina y serotonina. Estas aminas biogénicas son agentes
que ripidamente (30-60 min) promueven incrementos en el calibre vascular, asi como de la
permeabilidad capilar y del flujo sanguineo [Chang y Tsurufuji, 1976]. Esta fase inicial de la
inflamacién es insensible a la accién de los AINEs y atn a los esteroides [Seibert ez al, 1994,
Hargreaves et al, 1988). Por otra parte, la actividad intrinseca del tolmetin como inhibidor no
selectivo de la COX, no pareci6 ser suficiente para inhibir por completo la fase de sostenimiento de

la inflamacién, aparentemente mediada por entre otros agentes, los prostanoides.

EL MODELO FC-FD DE RESPUESTAS FISIOLOGICAS INDIRECTAS PARA EVALUAR LL CURSO
TEMPORAL DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIODE LOS AINES Y LAS VARIABLES QUE LO DETERMINAN.
Se ha sugerido que con el fin de ¢legir el modelo FC-FD mas apropiado, es esencial idenuficar el o
los nrocesos biologicos que estan implicados en el desencadenamiento de una respuesta inducida por
ur farmaco. Eventualmente los procesos FC, la distribucion a la biofase, la interaccién farmaco-
receptor, la transduccién de sefiales y los eventos post-receptor son factores que alteran el
comportamiento farmacodinimico de un compuesto. Cuando es posible contar con 1a informacion
anterior, aunque sea parcialmente, es posible vincular la FC y la FD con un soporte fisiologico real en

vez solo nimeros y ecuaciones abstractas [Pérez-Unizar et &, 2000].
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El disefio de este tipo de modelos, fundamentados en hechos fisiolégicos ha venido ganando terreno
en la interpretacién de la accién farmacoldgica de agentes, cuando se sabe que el efecto medido es el
reflejo de la activacién/desactivacién de mas de un sistema biolégico [Jusko y Ko, 19941. En el caso
particular de los AINEs, en nuestro conocimiento, no hay descripciones en la Iiteratura donde se
proponga un modelo matemdtico para caracterizar la actividad antiinflamatoria de los AINEs 122 170,
En todo caso se han publicado reportes acerca de la actividad antiplaquetaria izt o ex vio para la
aspirina, naproxen, indometacina, ibuprofen, (s)-etodolac y (s)-ketoprofen, asi como estudios que
mencionan por separado la posible relacién entre la FC y el efecto antinflamatorio del naproxen
[Castafieda-Hernédndez e &/, 1995). Esta falta de informacién probablemente sea debida a las
dificultades técnicas para medir la respuesta # wizo. Por otra parte, en el caso del efecto analgésico si
se han propuesto modelos que relacionan la FC y la FD del tolmetin, tanto a través del enfoque del
compartimento del efecto como por modelos de respuestas indirectas [Flores-Acevedo ez al, 195,
Flores-Murrieta et 2/, 1998). Sin embargo, la caracterizacién del retraso del efecto analgésico respecto
a la concentracién de varios AINEs, debido a procesos de distribucién con diferentes velocidades
[Torres-Lopez e al, 1997), serfa poco aplicable al caso del efecto antunflamarorio, debido a que se
conocen relativamente bien los procesos implicados en la generacién de la respuesta inflamatoria y su

velocidad suele ser mayormente limitante que el correspondiente aun proceso de distribucién.

En este trabajo (capitulos V v VI) se han planteado modelos FC-FD de respuestas fisiologicas
indirectas para la prediccién del curso temporal del efecto antiinflamatorio de dos AINEs. Es decir,
hemos hecho uso de consideraciones fisiolégicas para obtener estimaciones de parametros con base
biolbgica. Entre éstos, se destaca la consideracién de un compartimento donde se han de sintetizar
los mediadores de la inflamacién. El modelo supone que este compartimento no se mantiene
activado de manera continua sino por un perfodo limitado de tiempo. En ese senudo, cabe seflalar
que aunque se han descrito una multitud de mediadores que acttian en el proceso inflamatorio tanto
de manera secuencial como en paralelo, los prostanoides parecen ser responsables de la amplificacion
y mantenimiento de la respuesta inflamatoria mas significativa [Vane y Bowung, 1974]. En la Iiteratura
existen diferentes referencias a la actividad fimita tanto de la sintesis del RINA mensajero para la
COX-2, la isoenzima presuntamente responsable de la sintesis de PGs en condiciones de inflamacion
aguda [Seibert et al, 1994]. Posteriormente, una vez que la enzima ha sido liberada, su actividad de

sintesis de PGE., PGI, entre otras PGs aumenta rapidamente y se mantiene una tasa constante por
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un cierto periodo de tiempo [Zhang et al, 19971 Al final, las PG’s son degradadas con una tasa de

velocidad de primer orden [Rosenkranz e 4/, 1980].

Debido a que cada una de las etapas involucradas durante la inflamacién mediada por prostanoides,
fue incluida en el modelo FC-FD de respuestas indirectas, este modelo parece ser util como no solo
en la descripcién sino, también en la prediccién del curso temporal del efecto antiinflamatorio de los
AINEs. Esta aseveracién se fundamenta en gue, si bien fue inicialmente disefiado para explicar el
efecto del curso temporal de la concentracién total del naproxen sobre su actividad antunflamatoria
en un modelo de inflamacién aguda, los parametros derivados correspondientes al sistema biologico
K., K Ko K

mencionar que en el caso de este ukimo AINE, su farmacocinética no lineal, tanto en los

y T ver capitulos Vy VI), son congruentes para el caso del tolmetin. Cabe

n? s out

mecanismos de eliminacién como en la unién a proteinas fue incluida y se evalud su impacto sobre el
efecto antinflamatorio. Interesantemente, el modelo poblacional FC-FD supone que el efecto
antiinflamatorio de tolmetin (v eventualmente de naproxen), se debe a la concentracién total del
farmaco en plasma sobre la produccidén de los mediadores de la inflamacion inducidos por la
administracién de carragenina. Por tanto, asume también que el efecto de la unidn a proteinas
plasmiticas como tal, no es trascendente sobre la farmacodinamia, y en su lugar asume que la
concentracion de albimina es una covariable no lineal del tiempo de sintesis de mediadores (T.,,) v
de la propia constante de sintesis de los mediadores inflamatorios (K,). Ademas, asocia la variabilidad
interindividual en la respuesta con los pardmetros que determinan la disipacién del efecto medido
(K..)s el volumen basal de la pata de la rata (E), y la potencia in ueo del AINE (Cl.,) sobre el

sistema.

En resumen, puede decirse que la eleccidn de un tipo de modelo o aun la forma de abordar este,
depende Zel objetivo del estudio, de las variables implicadas, asi como de las herramientas de analisis
de datos con que se cuente. De esa manera, una vez demostrado que realmente el género se puede
conside: ar una variable importante en la farmacocinética de AINEs como el tolmetin, se eligieron
ratas machos como sujetos de experimentacion en los protocolos FC-FD. Por otra parie, se
demostré que la modificacién en la concentracién de proteinas inducida por la plasmaféresis,
modificé tanto las propiedades de umién, como el efecto antiinflamatorio del tolmetin. No ast se
encontraron  diferencias en los parametros farmacocinéticos de este AINE  en ratas

hipoalbuminémicas, en su lugar ¢l enfoque poblacional demosird que el tolmetin exhibe una
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eliminacién saturable. Ahora bien, el acoplamiento de este enfoque poblacional de efectos mixtos a
un modelo FCFD fisiolégicamente basado, permitié explicar el curso temporal de la inflamacién asi
como del efecto antinflamatorio de naproxén v de tolmetin. En el caso de este Wltimo, también
permiti6 la caracterizacién de la concentracién de albiimina como una covariable predictora de la
influencia de la hipoalbuminemia sobre el efecto antiinflamatorio del AINE. Finalmente, puede
sefialarse que ésta estrategia de analisis permite una prediccién individualizada del carso temporal de
la farmacocinética y/o la farmacodinamia, cuando se emplea la regresién bayesiana, utilizando los
pardmetros poblacionales promedio como estimados iniciales [Mandema er 4, 1992; Jelliffe ez
1993; Balant v Gex-fabry, 2000]. Estas herramientas son una ayuda promisoria en la elucidacién de
las fuentes de variabilidad presentes en los estudios clinicos, y habran de permutir una estrategia mas

razonable en el disefio de regimenes de dosificacién verdaderamente individuahizados [Aarons, 1997].
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CONCLUSIONES

Empleando un enfoque probabilistico de andlisis, el cual no permite el discernimiento de las
variables fisiolégicas implicadas, se puede predecir que despues de la administracién
intramuscular de 30 mg de trometamina de KT a pacientes con dolor postoperatorio severo, el
tiempo necesario para observar un efecto analgésico significativo es de 60 minutos, con
probabilidad méxima de alcanzar el alivio total del 72 %. Por lo tanto, no se justifica el empleo de
dosis superiores a 30 mg o bien la remedicacién antes de una hora ya que esto sélo eleva la

probabilidad de efectos adversos, sin aumentar la probabilidad de un mayor efecro analgesico.

La vida media del tolmetin se incrementé significativamente en ratas hembra comparadas con los
machos. Como consecuencia, la biodisponibilidad del tolmetin oral en las hembras es
significativamente mayor que en los machos. Las evidencias halladas, sugieren que éstas
diferencias farmacocinéticas se deben a que los mecanismos de eliminacion del farmaco parecen

estar disminuidos en las ratas hembras comparados con los machos.

La disminucién significativa en la concentracién de albumina después de la PLE
(hipoalbuminemia moderada) se tradujo en cambios, no solo en el grado de unién (la union se
volvié dependiente de la concentracién), sino en también en la afinidad de la albimina por el

tolmetin (la constante de asociacién disminuyé seis veces su valor).

La alteracién en la unién a las proteinas plasmaticas del tolmetin, durante un proceso de
hipoalbuminemia moderada no influye sobre la farmacocinética del AINE. En todo caso, el
aumento de la fraccién libre confirma la existencia de saturacion en el mecanismo de eliminacion

del tolmetin.

El acoplamiento del enfoque poblacional de efectos mixtos a un modelo FC-FD de respuestas
fisiologicas indirectas, demostré que el efecto antiinflamatorio del naproxén estd modulado por
su farmacocinética. El modelo desarrollado asume la existencia de un compartimento donde sc
sintetizan y liberan los mediadores de la inflamacién durante un periodo de uempo limitado, v

que ¢s ¢l blanco del farmaco.



2 Conclusiones

6. El modelo FC-FD desarrollado para el naproxén puede ser considerado como de aplicacién
general para la actividad antimflamarona de otros AINEs, ya que con algunos ajustes pudo

describir el impacto de la hipoalbuminemia sobre la inflamacién y el efecto antiinflamatorio del

tolmetin.

7. El enfoque poblacional del modelo FC-FD demostré que la concentracion de albimina es una
covariable predictiva de la constante de velocidad {K0) y el tiempo de sintesis (Tsyn) de los
mediadores de la inflamacién. Ademds, se demostré que la disminucién en la unidn a proteinas
plasmaticas, modifica la respuesta inflamatoria y 12 potencia del firmaco, pero no su efecto

, .
IMaximnao.
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